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A leishmaniose ameaça atualmente 350 milhões de pessoas em 98 países ao 
redor do mundo e estima-se que existam 12 milhões de pessoas infectadas no 
mundo. O Tratamento baseia-se nos compostos antimoniais, que são um dos 
principais medicamentos, que apesar de eficazes apresentam toxicidade e podem 
provocar resistência nas leishmânias. Assim, a busca por novos compostos 
eficazes e de baixa toxicidade impulsiona as pesquisas. Os peptídeos 
antimicrobianos como as ocelatinas-PT apresentam potencial terapêutico devido a 
sua capacidade de interagir com as membranas das células de mamíferos 
causando pouco ou nenhum dano a elas e resultando em um processo de 
permeabilização e rompimento da membrana do micro-organismo. Por ser um 
princípio ativo novo faz-se necessário identificar seu efeito in vitro para viabilizar 
sua aplicação biomédica. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das 
ocelatinas-PT de 1 a 8 em cultivos de Leishmania sp. para determinar pelo índice 
de seletividade (IS) compostos com potencial leishmanicida e avaliar o efeito das 
ocelatinas selecionadas na em cultivos amastigotas de L. amazonensis e de 
macrófagos J774, infectados e não infectados. Para tal, Leishmania infantum e 
Leishmania amazonensis foram incubadas com diferentes concentrações de 
Ocelatinas-PT para determinar a concentração inibitória. Os macrófagos derivados 
de medula óssea e células J774.A1 foram incubadas com as ocelatinas-PT (1 a 8) 
para a determinação da concentração citotóxica e do IS. Depois, macrófagos J774 
foram infectados com formas amastigotas de L. amazonensis para determinar pelo 
índice de infecção/microscopia óptica e por qPCR o efeito microbicida; por 
citometria de fluxo a produção de espécies reativas de oxigênio e de corpúsculos 
lipídicos e pelo método de Greiss a produção de óxido nítrico. Os resultados 
mostraram que: as ocelatinas-PT de 1 a 8 inibiram 50% as formas promastigotas 
de L. infantum e apresentaram baixa toxicidade em cultivos de macrófagos 
medulares e J774; as ocelatinas PT1 e PT8 causaram aumento de rugosidade, 
bolhas, erupções vesiculares e caveolares nas membranas de L. infantum; as 
ocelatinas PT4 e PT6 inibiram 50% das formas amastigotas de L. infantum, 
inibiram as formas amastigotas de L. amazonensis e apresentaram baixa 
toxicidade em cultivos de macrófagos J774 (CC50 >512 µg/mL), reduziram de 
forma dose-dependente a infecção dos macrófagos J774 com L. amazonensis; 
reduziram a aderência celular com todas as concentrações, mas não de forma 
dose-dependente, aumentaram a produção de EROs, ON e o índice corpuscular 
por macrófagos infectados. No conjunto, os resultados demonstram o potencial 
leishmanicida e imunomodulador das ocelatinas-PT4 e PT6 para futuros ensaios 












Leishmaniasis currently threatens 350 million people in 98 countries around the 
world and it is estimated that 12 million people are infected in the world. The 
treatment is based on antimonial compounds which is effective but toxic and may 
cause resistance in leishmaniasis. Thus, the search for new and effective 
compounds of low toxicity are crucial. Antimicrobial peptides, such as ocellatins-
PT, present therapeutic potential due to their ability of interaction causing low or no 
damage to the mammal’s membranes cells and resulting in a process of 
permeabilization and rupture of the microorganism membrane. Because it is a new 
active principle, it is necessary to identify it’s in vitro effect to enable its biomedical 
application. The objective of this study was to evaluate the effect of ocellatins-PT 1 
to 8 on Leishmania sp in order to obtain the selectivity index (IS) of the compound 
with leishmanicide potential to evaluate the effect of the Ocellatins selected on 
cultures with L. amazonensis amastigote and J774 macrophages, uninfected and 
infected. For this, Leishmania infantum and Leishmania amazonensis were 
incubated with different concentrations of Ocellatins-PT to determine an inhibitory 
concentration. Bone marrow-derived macrophages and J774.A1 cells were 
incubated with ocellatins-PT (1 to 8) for the determination of cytotoxic activity and 
SI. Afterwards, macrophages were infected with amastigote forms of L. 
amazonensis to obtain the infection index / optical microscopy; by qPCR of 
microbicidal effect; by flow cytometry the production of reactive species of oxygen 
and lipid bodies and by the method of Greiss to evaluate the nitric oxide 
production. The results were as follows: the ocellatins-PT from 1 to 8 showed 
inhibited as 50% forms promastigotes of L. infantum and low toxicity in the culture 
of medullary macrophages and J774;  the ocellatins-PT1 and PT8 caused increase 
of roughness, bubbles, vesicular eruptions and cavities in the membranes of L. 
infantum; ocellatins PT4 and PT6 inhibited 50% of the amastigote forms of L. 
infantum, inhibited as amastigote forms of L. amazonensis and showed low toxicity 
in cultures of macrophages J774 (CC50> 512 μg/mL); reduced dose-dependent 
infection of J774 macrophages with L. amazonensis; there was a reduced cell 
adhesion at all concentrations, but not in a dose-dependent manner, increased 
ROS production, ON and corpuscular index by infected macrophages. Together, 
the results demonstrate the leishmanicidal and immunomodulatory potential of PT4 
and PT6 ocelatins for future in vivo assays in order to understand their systemic 








































A leishmaniose resulta da infecção dos macrófagos por protozoários 
pertencentes a família Trypanosomatidae, do gênero Leishmania, e são 
infecções crônicas e não contagiosas (Kaye & Scott 2011; Majili 2012). A 
interação entre os parasitos e os hospedeiros resulta em infecções 
caracterizadas por diferentes manifestações clínicas na pele, mucosas e 
vísceras, e podem causar letalidade se não forem devidamente tratadas. 
A leishmania possui duas formas evolutivas: amastigotas, forma sem 
flagelo, e a forma promastigota que é flagelada. A infecção pelas leishmânias 
ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea de diferentes espécies do 
inseto, sendo o gênero Phlebotomus encontrado no Velho Mundo, e o gênero 
Lutzomyia  encontrado nas Américas (Ministério da Saúde 2007); As espécies 
capazes de transmitir a leishmaniose tegumentar são: Lutzomyia  intermedia, 
L. squamiventris, L. migonei, L. neivai, L. fischeri, L. whitmani, L. antunesi, L. 
ayrozai, L. complexa, L. paraensis, L. tuberculata, L. ubiquitalis, L. wellcomei, 
L. umbratilis, L. anduzei, L. reducta, L. nociva e L. flaviscutellata; O principal 
vetor da leishmaniose visceral no Brasil é o Lutzomyia  longipalpis, esse 
flebotomíneo se adaptou às áreas urbanas e está associado ao aumento do 
número de casos de LV relatados no Brasil (Brasil 2017). O vetor é 
popularmente conhecido como “mosquito palha” e possui de 1 a 3 mm de 
comprimento, coberto com cerdas e tem atividade predominantemente 
noturna. (Kaye & Scott 2011). As formas infectantes flageladas, promastigotas, 
são inoculadas juntamente com a saliva durante o repasto. A saliva contribui 
para a infecção, pois auxilia na resposta imunológica local e na vasodilatação 
(Ramalho-Ortigao et al. 2010).  As promastigotas são fagocitadas pelos 
neutrófilos e macrófagos, e uma vez dentro dos vacúolos parasitóforos dos 
macrófagos, elas conseguem burlar os mecanismos de defesa e são 
transformadas nas amastigotas que dão início à multiplicação por divisão 
binária até a ruptura da célula, podendo invadir outras células, estabelecendo 
a infecção. Durante um novo repasto sanguíneo, o fletobomíneo ingere células 
contendo formas amastigotas, que ao chegar ao intestino do inseto 
diferenciam-se em promastigotas procíclicas, forma não infectante e que se 
divide, e posteriormente em promastigotas metaciclicas, forma infectante, que 
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migram para o aparelho picador do inseto, onde serão transmitidas para um 
novo hospedeiro vertebrado (Figura 1) (Romão et al. 2007; Horikawa & Pena, 
2011). 
    
Figura 1. Ciclo biológico das Leishmanias. Fonte: Adaptado de cdc.gov. 
 
A leishmaniose apresenta manifestações clínicas variadas, entre elas 
úlceras cutâneas, formas mucocutâneas e as formas viscerais que são 
consideradas graves. A clínica da infecção depende da espécie do parasito, da 
resposta imunológica e fatores genéticos do hospedeiro; todas as formas 
clínicas são encontradas no Brasil (Ministério da Saúde 2007). 
  As formas cutâneas da Leishmaniose Tegumentar, que resultam em 
úlceras cutâneas ou mucocutâneas, no velho mundo são causadas por 
Leishmania (Leishmania) tropica, L. (Leishmania) major e L. (Leishmania) 
aethiopica. No novo mundo são causadas por L. (Viannia) braziliensis, L. 
(Viannia) panamensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) shawi, L. (Viannia) 
peruviana, L. (Leishmania) mexicana, L. (Leishmania) venezuelensis, L. 
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi, L. (Viannia) 
lindenberg. Nas américas 11 espécies de Leishmania causam a forma cutânea 
em humanos, no Brasil apenas seis do subgênero Viannia (L. (Viannia) 
braziliensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi, 
L. (Viannia) lindenberg e L. (Viannia) shawi) e uma do subgênero Leishmania 
(Leishmania (Leishmania) amazonensis) infectam humanos (Ministério da 
Saúde 2006; Ministério da Saúde 2007; Lupi et al. 2009).  
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 A leishmaniose cutânea apresenta três formas clinicas que são a 
leishmaniose cutânea localizada (LCL), a leishmaniose cutânea disseminada e 
leishmaniose cutânea difusa. A LCL é característica por apresentar úlceras 
com bordas elevadas de forma ovalar ou redonda, lesão granulomatosa, 
infiltrado linfocitário, geralmente indolor e com tendência a cura espontânea, 
podendo apresentar uma única lesão ou várias. No Brasil, a L. guyanensis, L. 
amazonensi, L. brasiliensis são responsáveis por essa forma clínica. A 
leishmaniose cutânea disseminada é uma forma rara que causa múltiplas 
lesões papulares e de aparência acneiforme e ulcerada, causada pela 
Leishmania braziliensis e a Leishmania amazonensis. A leishmaniose cutânea 
difusa também é uma forma rara que apresenta nódulos não ulcerados e 
lesões infiltradas por todo o corpo. Ela é causada pela Leishmania 
amazonensis. A leishmaniose mucocutânea (LM) resulta da evolução da 
leishmaniose cutânea, apresentando lesões destrutivas localizadas nas 
mucosas mais frequentes no nariz, boca e garganta. As espécies que causam 
a LM é a L. braziliensis e Leishmania guyanensis, mas já ouve relatos de 
Leishmania (L.) amazonensis como causadoras (Pires et al. 2012; Goto & 
Lindoso 2012; Kobets et al. 2012). 
A leishmaniose visceral é causada pelas L. infantum, L. chagasi e L. 
donovani, sendo que a L. donovani causa a doença apenas em humanos, 
enquanto as outras duas espécies em humanos e outros mamíferos. Por muito 
tempo acreditou-se que a L. chagasi e a L. infantum fossem diferentes, mas 
estudos mostraram que elas são filogeneticamente semelhantes, sendo assim, 
agora denominadas como L. infantum. É considerada a mais grave das formas 
podendo levar a morte, e se caracteriza pela disseminação dos parasitos pelas 
vísceras, causando o comprometimento funcional do fígado, baço, pulmão, 
trato gastrointestinal e medula óssea (Maurício et al. 1999).  
 
1.2. Epidemiologia 
A leishmaniose é endêmica em 98 países e territórios, e ameaça 350 
milhões de homens, mulheres e crianças ao redor do mundo, sendo o 
continente africano, asiático e Ámerica do Sul os mais afetados. Estima-se que 
haja 2 milhões de novos casos anualmente, com cerca de 12 milhões de 
pessoas atualmente infectadas. Desses novos casos cerca de 1,5 milhões são 
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de leishmaniose tegumentar e 500 mil de leishmaniose visceral, sendo 
relatadas mais de 50 mil mortes por ano pela forma visceral (WHO 2015).  
          Os dados do Ministério da Saúde (2014) mostram que o Brasil vem 
apresentando um forte aumento no número de casos de leishmaniose e, entre 
2001 e 2010 foram identificados 248.834 casos de Leishmaniose Tegumentar 
(sendo 27.374 casos anuais entre 1991 e 2010), com maior densidade no 
Pará, Tocatins e Maranhão; Na Leishmaniose Visceral, entre 2001 e 2010, 
33.315 casos foram registrados, com incidência de 1,88 casos por 100.000 
habitantes. A maioria dos casos ocorreu especialmente na região nordeste que 
já responde por 90% dos casos de LV; o caráter periurbano da doença têm 
sido atribuídos à presença de cães domésticos que são os principais 
reservatórios dos parasitos. Tem sido observado um crescimento da endemia, 
com surtos epidêmicos nas regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e 
Norte, sendo o Maranhão o estado com maior número de casos registrados 
entre 2001 e 2010, com notificação de 417 casos de leishmaniose tegumentar 
e 335 casos de leishmaniose visceral (Ministério da Saúde 2014). 
             Em 2017 foram registrados 17.528 casos de leishmaniose tegumentar 
e 4.103 casos de leishmaniose visceral no Brasil, sendo a maioria dos casos 
de LT registrados na região norte e os de LV na região nordeste. No Distrito 
Federal em 2018 foram confirmados 26 casos de leishmaniose visceral, 13 de 
residentes do DF e 13 de outras regiões administrativas, e 40 casos de 
leishmaniose tegumentar, 32 de residentes do DF e 8 de outras regiões 
administrativas (SeS-DF 2018).  
 A expansão das leishmanioses é multifatorial e essa doença 
comumente está associada à desnutrição, condições precárias de habitação, 
analfabetismo e a deficiência do sistema imunológico. Outros fatores 
importantes para a ocorrência da doença são as mudanças ambientais, como 
desmatamento, e a proximidade do homem as áreas de floresta, onde se 
encontram os vetores responsáveis pela doença (WHO 2015).    
 
 
1.3. Imunologia das Leishmanioses 
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Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas de 
Leishmania são fagocitadas por macrófagos, células NK e neutrófilos (Kaye 
2011). Durante o processo de infecção dos macrófagos, as formas 
promastigotas podem interagir com componentes do sistema do complemento. 
Para burlar o sistema imune, a promastigota alonga sua estrutura de 
lipofosfoglicano (LPG), alterando sua membrana e impedindo a inserção do 
complexo C5b-C9 (MAC) do sistema complemento do hospedeiro, o que 
dificulta a ligação do complexo MAC do sistema complemento ao parasito 
(Awatashi 2004). A Leishmania possui em sua membrana uma glicoproteína 
chamada GP63, que é uma metaloproteinase, que atua como fator de 
virulência, auxiliando na inativação dos componentes do sistema complemento 
e converte C3b em iC3b, inibindo a ação lítica de opsoninas e facilitando a sua 
fagocitose pelos macrófagos. Nas amastigotas a gp63 se encontra em menor 
quantidade, mas degrada enzimas lipossomais e exibe atividade em meios 
ácidos (Sharma 2009; Reis et al. 2006).  
Os parasitos entram nas células por meio de receptores celulares, 
entre eles os receptores para padrões moleculares de patógenos (PAMP), 
CR3 e CR1, receptores Fc e manose-fucose (Wilson 1988; Laufs et al. 2002). 
Após o reconhecimento, ocorre a formação de um vacúolo, onde se encontra o 
parasito e logo após a fusão do fagossoma com o lisossoma, formando o 
fagolisossoma que proporciona a destruição do parasito (Handman e Bullen 
2002). No entanto, a molécula LPG presente na membrana das promastigotas 
é capaz de se ligar a bicamada lipídica fazendo com que haja uma 
desestruturação da membrana, o que retarda a fusão do fagolisossoma, 
imedindo a formação do complexo NADPH oxidase lhes possibilitando escapar 
da atividade lítica de células fagocitárias e lhes conferem maior resistência e 
sobrevivência dentro do hospedeiro (Dermine et al. 2005; Kaye 2011). A 
molécula LPG ainda torna a leishmânia mais resistentes ao óxido nítrico (ON) 
e peróxido de hidrogênio (H2O2) e ao pH ácido do fagolisossoma. (Olivier et al. 
2005; Reis et al. 2006; Sharma 2009).  
As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio liberadas no 
fagolisossoma desempenham ação microbicida durante a infecção, contudo, o 
efeito microbicida destes pode ser neutralizado quando as leishmânias 
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secretam peroxidoxinas e superóxido dismutase, durante a geração de radicais 
livres (Olivier et al. 2005).  
Espécies reativas de oxigênio (EROs) são geradas a partir de uma 
reação catalítica ligada à membrana de enzima NADPH-oxidase, que é ativada 
por componentes citosólicos, enquanto intermediários reativos de nitrogênio 
(ERNs) são produzidos pela síntese do óxido nítrico induzível (iNOS) (Han et 
al., 2001; Moreira, 2009).  A NADPH oxidase é um complexo enzimático que 
quando ativado se une e forma um complexo capaz de reduzir oxigênio (O2) 
em ânio superóxido (O2-) (Van Assche et al., 2011). O peróxido de hidrogênio 
(H2O2) produzido na reação catalítica, a partir da dismutação do O2, é um dos 
oxidantes mais versáteis que existe e pode ser convertido em radical hidroxila 
(OH) (Mattos et al. 2003). 
O óxido nítrico (ON) é um mecanismo microbicida importante dos 
macrófagos contra as leishmânias. Ele é uma molécula não carregada 
composta de sete elétrons de nitrogênio e oito elétrons de oxigênio, que pode 
atacar metalo-proteínas que contém cobre e ferro, liberando seus íons 
metálicos e ocasionando a formação de radicais hidroxila e oxigênio molecular, 
que possuem elevado potencial oxidante (Barreto 2005; Beckman e Koppenol 
1996). Além disso, o ON regula a inibição celular de células T e B, produção 
de citocinas e adesão de leucócitos no endotélio microvascular (Veen 2001). 
O ON é sintetizado no citoplasma celular, podendo migrar e chegar 
aos vacúolos parasitófaros e reagir com O2
- resultando na formação de 
peroxinitrito (ONOO-), um oxidante de proteínas. O ONOO- pode se protonar 
na presença de íon hidrogênio (H+), originando um radical reativo e tóxico, o 
hidroxil (HO), aumentando efetivamente a ação tóxica do ON e do O2
-. Esses 
compostos podem atravessar a membrana celular e permitir uma atividade 
antimicrobiana (Dusse 2003; Olekhnovitch 2014). Diante desse mecanismo 
microbicida, as leishmânias têm desenvolvido estratégias para se contrapor às 
espécies reativas e a resistência desses parasitos depende do estágio 
logarítmico ou estacionário em que se encontram (Wilson et al. 1994).  
Sabe-se que as leishmânias possuem em suas membranas 
glicoproteínas que conseguem inibir a indução da enzima iNOS do macrófago 
(óxido nítrico sintase indutível) via diminuição da resposta mediada pelo IFNγ, 
além de diminuir a queima oxidativa pela inibição da atividade de proteína 
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quinase C (PKC), enzima essa que participa da produção de radicais de 
oxigênio (Moreira 2009).  
Algumas espécies de leishmânia burlam a diminuição da produção de 
O2
-, inibição de NADPH oxidase, bem como por expressão de moléculas 
antioxidantes (Almeida 2012). Sabe-se também que as formas amastigotas 
são capazes de reduzir a produção de espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio pelos macrófagos na comparação com as promastigotas (Channon 
1984). Além disso, ocorre aumento da sobrevida das leishmânias também pelo 
fato dos macrófagos infectados produzirem TGF- β e IL-10, que são citocinas 
capazes de inibir ou desativar as funções microbicidas desses fagócitos 
(Olivier et al. 2005). 
A resposta no hospedeiro vertebrado é predominantemente mediada 
por linfócitos T. Essas células são responsáveis pela resposta específica e 
pela memória ao parasito (Sharma 2009). Contudo, a resposta celular 
dependerá da espécie da Leishmania, variação genética no hospedeiro 
mamífero, localização, tamanho e número de picadas, o tamanho do inóculo 
recebido e da saliva do flebotomíneo (Mutiso 2013). Assim, vários tipos de 
antígenos processados dentro dos macrófagos e que são apresentados às 
células T CD4, determinam a formação de uma resposta (Reis et al. 2006).  
As formas clínicas da leishmaniose dependem do gênero da 
Leishmânia e da resposta dos linfócitos T, que liberam citocinas que irão 
definir o percurso da doença. A Ta1 secreta citocinas pró-inflamatórias, sendo 
a principal o IFNγ, que induz a produção de óxido nítrico nas células 
fagocitárias, e a Ta2 secreta citocinas como IL-4 e IL-10, que além de 
promoverem a resposta humoral, possuem capacidade anti-inflamatória 
inibindo a ativação do fagócito (Sharma 2009). A Ta17 participa da resposta, 
no entanto ela pode ser benéfica ou não ao hospedeiro; altos níveis de IL-17 
foram relacionados a gravidade da doença em camundongos Balb/C. Já em 
pacientes que possuiam a forma visceral, a produção de IL-17 e IL-12 foi 
associada a resistência a doença, ou seja, sugerindo que elas protegeram 
contra a doença (Morris et al., 1992). Os linfócitos citotóxicos naturais (NK) 
também participam da resposta, produzindo IFNy e IL-5, contribuindo no 
controle da infecção em pacientes assintomáticos (Saha 2006); na ausência de 
controle da infecção a doença então se instala. 
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A forma cutânea apresenta citocinas tipo 1 como a IL-2, IFN- γ e TNF-
α. Na forma cutânea difusa os indivíduos diminuem ou não produzem resposta 
do Ta1, observando-se uma resposta Ta2 com produção de IL-4 e IL-10, e 
baixa produção de IFN- γ e de IL-2. A forma cutâneo-mucosa tem alta resposta 
de Ta1 e altos níveis de IFN- γ e TNF-α. A forma disseminada apresenta um 
padrão de resposta Ta1 com alta expressão de IL-10. As lesões apresentam 
infiltrado mononuclear e baixas concentrações de IFN- γ e TNF-α (Carvalho 
2005; Reis et al. 2006; Ministério da Saúde 2007 e 2011). Já na leishmaniose 
visceral os indivíduos infectados produzem altos níveis de citocinas tanto Ta1 
quanto Ta2 e reduzida produção de IFN- γ e de IL-12 (Goto & Prianti 2009; 
Kumar & Nylén 2012).  
O papel das citocinas na leishmaniose tem sido vastamente avaliado, 
e sabe-se que a respostas Ta1 é importante para controlar a infecção e que o 
estabelecimento de um padrão inflamatório contribui para a gravidade da 
doença. Os mecanismos protetores ainda não estão bem estabelecidos para 
todos os casos de leishmaniose, mas existe um consenso que a interleucina 
12 (IL-12) proveniente de células apresentadoras de antígenos e células 
dendríticas, possivelmente aumentada por citocinas como IL-1, IL-18, IL-23 e 
IL-17 dirigem a diferenciação e proliferação de células Ta1 e 
consequentemente o controle da infecção (Alexander & Bryson 2005). Foram 
relatados que há produção de IL-10 por diversas células, como: T regulatórias 
(TReg); Ta1, T CD8, células B, Citotóxicas Naturais (CN); dendrítica 
regulatória; macrófagos e neutrófilos após infecções por Leishmania (Kaye 
2011). A IL-10 tem um papel supressor, apresentando um efeito 
antiimflamatório diminuindo a produção de EROS e ON, contribuindo com a 
sobrevida do parasito. Ela ainda inibe a síntese de citocinas como IL-1β, IL-6, 
IL-8 e TNF-α, que são produzidas pelos macrófagos, fazendo com que essas 
células não expressem mais MHC de classe II impedindo que elas apresentem 
antígenos. Estudos mostraram que as células dendríticas liberam IL-27 e IL-12 
que induzem a IL-10 em células TCD4, com isso, o próprio macrófago 
infectado secreta IL-10 e IL-27 mantendo a supressão da resposta (Bacelar & 
Carvalho 2008; Rodrigues et al. 2016). 
Os corpúsculos lipídicos também têm papel importante nas infecções. 
Eles são organelas citoplasmáticas esféricas encontradas nos organismos 
10 
 
vivos e são constituídas de lipídios e uma monocamada de fosfolipídios que 
podem aumentar de tamanho e número em resposta a diversas respostas 
inflamatórias e infecciosas, como artrite inflamatória, síndrome respiratória 
aguda, sepse bacteriana, entre outras (Bozza 2007; Bozza 2009). Esses 
corpúsculos lipídicos funcionam como plataformas de sinalização em 
leucócitos ativados para regular o metabolismo lipídico e controlar a síntese e 
a secreção de mediadores inflamatórios para responder às infecções (Bozza 
2009). Funções inflamatórias e imunorregulatórias também podem ser vistas 
por essas organelas, uma vez que eles contém enzimas formadoras de 
eicosanóides, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. As proteínas 
que compõem os corpúsculos lipídicos incluem proteínas estruturais, quinases, 
enzimas metabólicas, proteínas da família Rab e pequenas GTPases; em 
conjunto esses componentes funcionam como sinalizadores dos leucócitos 
ativados.  (Melo 2011; Bozza 2017). Esses corpos lipídicos podem ser vistos 
em pacientes com hanseníase virchowiana, durante a fase aguda da infecção 
com Trypanosoma cruzi (Melo 2011), em infecções por Toxoplasma gondii, 
Plasmodium Falciparum e P. berghei. O acúmulo de corpúsculos lipídicos 
também pode ser identificado na leishmaniose, como nas células dendríticas 
de camundongos C57BL/6 infectadas in vitro por L. amazonensis (Lecoeur et 
al. 2013) e em macrófagos de camundongos Swiss infectados com L. 
amazonensis (Oliveira 2015).  
 
1.4. Diagnóstico da Leishmaniose 
 O diagnóstico da leishmaniose é feito a partir de parâmentros clínicos, 
epidemiológicos e laboratoriais. O diagnóstico clínico é feito observando as 
caracteristicas da doença, porém elas podem ser confundidas com outras 
doenças que causem sintomas e patologias semelhantes (Masmoudí et al. 2013). 
 Para o diagnóstico da Leishmaniose Tegumentar as técnicas empregadas 
são: intradermorreação de Montenegro (IDRM) que está presente na rotina 
ambulatorial e avalia a resposta celular, mas não distingue infecção da doença 
atual; avaliação histológica da lesão,que pode ser pouco sensível por conter 
poucos parasitos na lesão, sendo o diagnóstico feito pela característica do tecido; 
Isolamento do parasito em meio de cultura específicos a partir de amostras 
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coletadas, que tem apresentado sensibilidade entre 70 e 80%; Exame direto que 
é o de primeira escolha, principalmente em áreas com menos recurso, onde é 
coletada da borda o material para avaliação que será avaliado por microcopia 
óptica com coloração com derivados do Romanowsky (Faber et al. 2003; 
Brustoloni et al. 2007; Luz et al. 2009; Masmoudí et al. 2013; Ruiter et al. 2014; 
Skraba et al. 2014). 
 Para o diagnóstico da Leishmaniose Visceral é realizado, assim como na 
Leishmaniose Tegumentar, o exame histológicos a partir da medula óssea, 
exame direto a partir da médula óssea (crista hiliáca e esterno) e de isolamento 
do parasito. A punção de baço e fígado vem sendo descartada por poder causar 
hemorragia nos pacientes. Diferente da Leishmaniose Tegumentar que é 
mediada pela resposta celular, a resposta na LV apresenta resposta humoral com 
liberação de anticorpos sendo possível fazer o uso de métodos sorológicos como 
ensaio imunoenzimático (ELISA), reação de imunofluorescência indireta (RIFI), 
testes imunocromatográficos (teste rápido) e teste de deaglutinação direta (DAT) 
(Machado de Assis et al. 2012; Ready 2014; Solca et al. 2014; Ruiter et al. 2014). 
  Métodos moleculares vem sendo cada vem mais empregados para a 
identificação e diagnóstico de doenças. Na leishmaniose (tanto na tegumentar, 
quanto na visceral) esses métodos também vem sendo empregados para a 
identificação em amostras clínicas, isolados de culturas e até em flebotomíneos 
(Ben Abda et al. 2011; Francino et al. 2006). Um desses métodos é a reação em 
cadeia de polimerase (PCR) que é capaz de detectar apenas uma molécula de 
DNA na amostra, mostrando sua alta sensibilidade (Melo 2006). A PCR em 
tempo real ou qPCR vem sendo bastante utilizada por promover o monitoramento 
e quantificação em tempo real, além de ser uma técnica rápida (Ben Abda et al. 
2011). A qPCR pode fazer avaliações qualitativas (detecções postivas ou 
negativas) e quantitativas (carga relativa ou absoluta), sendo que a avaliação da 
carga absoluta utiliza uma curva padrão contendo o DNA a ser pesquisado 
(Galluzzi et al. 2018). Vários estudos já mostraram a sensibilidade dessa técnica 
para a avaliação de kDNA, inclusive para amostras de pacientes com 





  No Brasil o tratamento utilizando compostos antimoniais (Sb) contra a 
leishmaniose se iniciou na década de 40, e até hoje esses compostos vem sendo 
utilizados como primeira esolha para o tratamento de Leishmaniose cutânea (LC), 
Leishmaniose mucocutânea (LM) e Leishmaniose visceral (LV). Apenas na Índia e 
na Guiana Francesa esses compostos não são utilizados para tratamento devido à 
resistência e falha de tratamento (Romero Guerra et al. 2001; Cappel & Keeling, 
2015). 
  O composto utilizado no Brasil é o antimoniato de N-metilglucamina 
(Glucantime®) que é utilizado como primeira escolha tanto para a LC quanto pra LV. 
Para o tratamento da LC se utiliza a dose de 15-20mg/Kg diariamente no período de 
20 dias, com administração via intravenosa ou intramuscular, na LV utiliza-se a dose 
de 20mg de Sb+5 kg/dia, pelas vias endovenosa ou intramuscular, diariamente entre 
20 e 40 dias. Esses compostos atuam no mecanismo bioenergético nas organelas 
denominadas glicossomas e pela ligação com sítios sulfidrílicos, levando a morte 
das amastigotas. Apesar de ser o tratamento de primeira escolha, esses compostos 
possuem alto custo e alta toxicidade, podendo causar alterações no coração 
(arritimas, taquicardia, fibrilação), no pâncreas e fígado, além de artralgia e mialgia 
(Sundar & Chakravarty 2013; Croft & Olliaro 2011). Esses compostos também já 
tem demonstrado baixa eficácia devido a resistência de cepas de leishmânia, além 
de casos refratários ao tratamento.  
 Quando o uso de antimonias pentavalentes são contraindicados, o tratamento 
pode ser feito com outros fármacos, como a anfotericina B, que é de primeira 
escolha para gestantes. Esse composto pode ser na forma de desoxicolato de 
anfotericina B ou na forma lipossomal, que apresenta menos efeitos tóxicos, essas 
duas formas são disponibilizadas pelo Ministério da Saúde (Brasil 2011; Brasil 2014; 
Ministério da saúde 2010). Essa droga seliga ao ergosterol, que é um componente 
da membrana da leishmânia, provocando dano estrutural gerando poros causando 
influxo de íons,levando a morte do parasito (Van Assche 2013). A formulação 
lipossomal apresenta níveis plasmáticos elevados, porém tem meia-vida curta e alto 
custo, sendo indicada para casos graves de leishmaniose visceral, que tiveram 
efeitos colaterais do Glucantime ou pelo uso de outras drogas que não tenham 
causado melhora ou cura. Durante o uso desse composto deve-se monitorar o 
coração (eletrocardiograma), fígado  (transaminases e fosfatase alcalina), rins (uréia 
e creatinina) e o potássio sérico.  
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  Outros fármacos de escolha são a Paromomicina e Pentamidina que tem 
demonstrado eficácia em alguns estudos para o tratamento da LV (Lockwood & 
Moore 2010; Pelissari et al. 2011). As pentamidinas são diamidinas aromáticas que 
podem ser utilizadas para o tratamento de leishmaniose cutânea em áreas 
endêmicas dos continentes africano, americano e asiático. Seu mecanismo de ação 
resulta no impedimento da replicação das leishmânias devido a sua ligação ao DNA 
do parasito. Esse composto não é bem absorvido oralmente, sendo feito por via  
intravenosa ou intramuscular. A paromomicina é um antibiótico aminoglicosídeo 
extraído de culturas do Streptomyces rimosus var. paromomicinus, utilizado para o 
tratamento da LC e da LV. Esse composto se liga nas proteínas ribossômicas do 
parasito induzindo uma má leitura do mRNA, resultando em inibição da síntese 
protéica e fluídez da membrana (Barret 2012). Sua administração é intramuscular 
com duração de 21 dias (Sundar et al. 2007). 
  A miltefosina é uma alquilfosfocolina que interage com os fosfolipídios da 
membrana da leishmânia interferindo no metabolismo do inositol, poteína cinase C 
(PKC) e na ativação de fosfolipase, inibindo sinais transmembranares e e a síntese 
da membrana celular, resultando em apoptose (Verma & Dey 2004; Iqbal et al. 
2016). Esse fármaco foi desenvolvido inicialmente para o tratamento de carcinomas 
mamários, mas ele demonstrou efeito sobre leishmânia, sendo o primeiro composto 
de uso oral aprovado pela FDA para o tratamento de LC, LM e LV em pacientes 
com idade ≥12 anos (OMS 2010; Fernández et al. 2014). Na Índia a mitelfosina é 
um dos medicamentos de primeira escolha para o tratamento de LV, sendo 
considerada segura para uso (Mishra, Madhubala & Singh 2013). Mas estudos in 
vitro utilizando L. donovani demonstraram que essa espécie de leishmânia 
demonstraram resistência a essa droga (Srivastava et al. 2017).  
  O tratamento para leishmaniose em pacientes portadores de HIV segue os 
mesmos critérios de terapêutica preconizada para os pacientes imunocompetentes. 
Pacientes imunodeprimidos não respodem bem ao tratamento para leishmaniose, 
sendo estimulado a pesquisa de novos compostos pela OMS. 
 
1.6. Peptídeos Antimicrobianos 
Peptídeos são biomoléculas que contém de dois a dezenas de 
resíduos de aminoácidos, mais quimicamente versáteis que as proteínas e que 
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apresentam funções diversificadas (Machado et al. 2004). O termo peptídeo 
antimicrobiano se refere a um peptídeo com propriedades antimicrobianas 
(Wang & Wang 2009) e no amplo sentido da palavra, o termo se refere a todos 
os peptídeos microbicidas ou que inibem o crescimento dos micro-organismos, 
fazendo parte do sistema de defesa inato dos organismos vertebrados e 
invertebrados ou de secreções produzidas que promovem uma proteção 
contra uma variedade de microrganismos a que são expostos (Koczulla & Bals 
2003; Tossi et al. 2000; Toke 2005; Song et al. 2012).   
Os peptídeos formam um grupo de moléculas divididas em subgrupos 
com base na sua composição de aminoácido e estrutura secundária e 
comumente são catiônicos, apresentando carga positiva (carga líquida igual ou 
superior a +2), e também são anfipáticos ou anfifílicos, com 50% dos resíduos 
presentes representados por aminoácidos hidrofóbicos o que lhes conferem a 
capacidade de interação com as membranas das células, através da interação 
eletrostática com os fosfolipídeos aniônicos da membrana plasmática. 
(Kückelhaus et al. 2007; Leite et al. 2008; Nakatsuji & Gallo 2012).  
Eles exibem atividade in vitro contra um grande número de micro-
organismos patogênicos como bactérias gram-positivas e gram-negativas, 
leveduras e fungos, protozoários e vírus (Leite 2008). Em plamódios e 
leishmâmias, esses peptídeos exibiram ação imunomoduladora em 
macrófagos na expressão de citocinas e espécies reativas (Hancock & Sahl 
2006; Kuckelhaus et al. 2007), e são a nova aposta para tratamento de 
infecções.  
Parte dessas moléculas foram identificadas em diversos tipos de 
anfíbios anuros, sendo o primeiro peptídeo isolado dessa classe de animais foi 
a Bombinina em 1969, proveniente da secreção cutânea do Bombina 
variegata. Esse peptídeo demonstrou atividade antibacteriana e hemolítica, 
dando começo então, aos estudos de peptídeos com atividade microbicida 
provenientes de diferentes origens. A investigação desses peptídeos 
aumentou após o isolamento das magaininas da rã-africana Xenopus laevis 
em 1987 por Zasloff (Prates & Bloch 2000; Nascimento et al. 2004).  
Vários mecanismos de ação têm sido propostos para os peptídeos 
antimicrobianos (PAMs), sendo propostos modelos de interação baseado na 
estrutura primária e secundária dos peptídeos que levam à extrusão de 
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citoplasma e consequentemente a morte do micro-organismo. Os três 
mecanismos mais aceitos são: poro em forma de barril, poro toroidal e carpete. 
No primeiro modelo as moléculas dos peptídeos se aderem à membrana e 
formam poros aquosos à semelhança de “barril” que pode ter seu tamanho 
aumentado conforme mais monômeros se inserem na membrana, no segundo 
modelo do tipo “toroidal”, os peptídeos α-hélice se ligam e formam complexos 
com os fosfolipídeos das membranas que se dobram para formar um canal 
iônico e no terceiro modelo do tipo “carpete”, descoberto enquanto se estudava 
a Dermaseptina S, forma-se um carpete de peptídeos sobre a membrana 
celular que causam saturação dessa superfície, com ação detergente, que vai 
danificar alterar o arranjo lipídico da membrana plasmática e formar micelas 
(Brogden 2005; Oren et al. 1999). 
 
 
Figura 2. Mecanismo de ação dos PAM. Adaptado de Brogden (2005). 
 
Em 2004 foi descrito pela primeira vez três ocelatinas isoladas e 
caracterizadas a partir da secreção da pele do anfíbio Leptodactylus ocellatus, 
hoje denominada Leptodactylus latrans, sendo elas as Ocelatinas 1, 2 e 3. 
Esses peptídeos demonstraram atividade in vitro contra Escherichia coli 
(Nascimento et al. 2004). As ocelatinas constituem um grupo de peptídeos 
catiônicos que apresentam entre 20 e 25 resíduos de aminoácidos, além de 
serem similares. Os peptídeos pertencentes à família das ocelatinas recebiam 
nomenclaturas diferentes, o que dificultava a relação entre elas, então a partir 
de 2008, as ocelatinas deviam conter a letra da espécie e o número de 
parólogos caracterizados em sua nomenclatura (Guimarães 2015). As 
ocelatinas apresentam normalmente atividade contra bactérias Gram-positivas 
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e Gram-negativas, e recentemente a ocelatina-P1 demonstrou "in vitro" ação 
contra parasitos de P. falciparum com um CI50 de 26,71, amastigotas de T. 
cruzi  com CI50 de 29,90 e tripomastigotas de T. brucei com CL50 de 4,97 
(Guimarães 2015). 
Outros peptídeos similares as ocelatinas foram isolados da secreção 
cutânea de L. validus, denominadas ocelatina V1, ocelatina V2 e ocelatina V3, 
os quais possuem baixa potência antimicrobiana quando comparados às 
demais ocelatinas (Marani et al. 2015).  
 Recentemente foram isolados peptídeos antimicrobianos da secreção 
da pele da rã Leptodactylus pustulatus, uma rã encontrada na parte central do 
Brasil, pertencente à família das ocelatinas foram descritos oito novos 
peptídeos denominados de ocelatinas-PT1 a -PT8, que diferem apenas em 
poucas substituições de aminoácidos. A ocelatina-PT é um peptídeo catiônico 
e aniônico que adota a estrutura de hélice dependente de um solvente como 
mecanismo de ação, que pode sofrer mudanças na sua conformação quando 
entra em contato com a membrana do microorganismo. Essas ocelatinas-PT já 
demonstraram efeito contra as bactérias E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, S. 
choleraesuis e P. aeruginosa e baixa citotoxicidade para eritrócitos humanos e 
fibroblastos murinos (Marani et al. 2015; Bessa et al. 2018).  
Para o desenvolvimento de novas drogas de origem natural ou 
sintética, animal ou vegetal é fundamental uma extensa investigação dos 
compostos na fase pré-clínica. Visto que esse peptídeo antimicrobiano é capaz 
de eliminar bactérias e possui baixa citotoxidade, torna-se fundamental 
conhecer os efeitos desses peptídeos sobre as leishmanias e macrófagos 











































                                                                                                  




2.1. Primeiro objetivo geral  
Avaliar o efeito das Ocelatinas-PT de 1 a 8 em cultivos de Leishmania 




 Determinar a concentração inibitória das ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos 
de L. infantum; 
 Determinar a dose tóxica das ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos de 
macrófagos derivados de medula óssea; 
 Determinar o índice de seletividade dos peptídeos para selecionar aqueles 
com a melhor atividade leishmanicida. 
 
2.2. Segundo objetivo geral  
Avaliar o efeito das ocelatinas selecionadas na primeira etapa em 
cultivos amastigotas de L. amazonensis e de macrófagos J774, infectados e 
não infectados.  
 
Objetivos específicos 
 Determinar as concentrações inibitórias e citotóxicas; 
 Determinar o efeito microbicida em cultivos de macrófagos infectados; 
 Determinar o efeito na aderência dos macrófagos; 
 Determinar o efeito na produção de espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio e na formação de corpúsculos lipídicos pelos macrófagos 











































                                                                            















3.2. Tipo de estudo 
Trata-se de um estudo experimental, in vitro, de fase pré-clínica para 
determinar o efeito microbicida das Ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos de 
protozoários do gênero Leishmania e macrófagos. Os experimentos foram 
realizados no Laboratório de Parasitologia Molecular do Instituto de 
Investigação e Inovação em Saúde, I3S, Universidade do Porto e Laboratório 
de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília.  
 
3.3. Peptídeos 
Os peptídeos sintéticos utilizados nesse estudo, as Ocelatinas-PT de 1 
a 8 (Tabela 1), foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Espectrometria 
de Massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Campos Brasília. 
A produção do peptídeo foi feita manualmente em dosador oral (BD Oralpak) e 
placas porosas da EG Filtros e purificado em coluna de fase reversa Shim-
pack PREP-ODS, 250x20mml.D (Vydac, Columbia, EUA) do sistema HPLC 
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão); seu grau de pureza foi avaliado pelo 
sistema MALDI/TOF-MS (PerSeptive Biosystems, Framingham, EUA) e MALDI 
TOF-TOF MS Ultraflex II (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).  
 
Tabela 1. Estrutura química das ocelatinas-PT (1 a 8) 





PT1 GVFDIIKDAGKQLVAHAMGKIAEKV 24 2639.1 
PT2 GVFDIIKDAGKQLVAHATGKIAEKV 24 2609.0 
PT3 GVIDIIKGAGKDLIAHAIGKLAEKV 24 2530.0 
PT4 GVFDIIKGAGKQLIAHAMGKIAEKV 24 2595.1 
PT5 GVFDIIKDAGRQLVAHAMGKIAEKV 24 2667.1 
PT6 GVFDIIKGAGKQLIAHAMEKIAEKVGLNKDGN 31 3365.9 
PT7 GVFDIIKGAGKQLIAHAMGKIAEKVGLNKDGN 31 3293.8 
PT8 GVFDIIKGAGKQLIARAMGKIAEKVGLNKDGN 31 3312.9 
 
3.4. Comitê de Ética para uso de animais  
 
 Os procedimentos experimentais em animais foram aprovados pelo 
Comitê Local de Ética em Animais do Instituto de Molecular e Biologia Celular, 
Universidade do Porto, Portugal e licenciada pela DGV (Diretório Geral de 
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Veterinária, Ministério da Agricultura, Rural Desenvolvimento e Pesca, Govt. 
Portugal), em 18 de maio de 2006 com referência 520/000/000/2006. Todos os 
animais foram tratados estrita conformidade com as boas práticas em animais, 
tal como definidas autoridades competentes (DGV, Lei nu1005 / 92 de 23 de 
Outubro) e Legislação europeia EEC / 86/609. 
 
3.5. Geração de macrófagos derivados de medula óssea  
 Células da medula óssea foram isoladas de fêmur e tíbia de 
camundongos BALB/c com solução salina balanceada de Hank (HBSS, 
Gibco), e diferenciados em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM). 
Inicialmente, as células da medula óssea foram coletadas, centrifugadas e 
suspensas em Meio de Eagle Modificado da Dulbecco (DMEM) suplementado 
com 10% de Soro Fetal Bovino, 1% da solução de aminoácidos não essenciais 
(MEM), 50 UmL21 de penicilina, 50 mg/mL de estreptomicina (Gibco) e 10% 
de meio condicionado de células L929 (LCCM) como uma fonte de fator 
estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF). Essas células foram 
cultivadas em placas de petri por 24 horas a 37°C em atmosfera com 7% de 
CO2. As células não aderidas foram contadas, colocadas em placas de 96 
poços (2,5-3x104 células por poço) e incubadas a 37°C com 7% de CO2. No 4º 
e 7º dia, o meio DMEM com 10% de LCCM foi renovado. Após 10 dias a 
cultura era composta por macrófagos diferenciados. 
 
3.6. Macrófagos J774 
 As células utilizadas para alguns experimentos são macrófagos 
J774A.1 (ATCC TIB-67), que são macrófagos murinos obtidos de tumor 
reticular de ascite de camundongos Mus musculus fêmeas adultas BALB/cN. 
Essas células são mantidas criopreservadas no laboratório de Imunologia 
Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília. Para 
descriopreservar essas células, o conteúdo dos tubos foi transferido para tubos 
Falcon contendo 5 mL de meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado com 
10% de soro fetal bovino inativado, 1% de aminoácidos não essenciais e 1% 
de sulfato de gentamicina. Esse tubo era então centrifugado a 200 x g por 10 
min e o sobrenadante desprezado. Em seguida as células eram 
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ressuspendidas em 6 mL de meio de cultura, transferidas para uma garrafa de 
cultura e mantida em estufa de 37 ºC com 5% de CO2 em ar. 
 
3.7. Micro-organismos 
Para o estudo inicial das ocelatinas-PT (1 a 8) foram utilizados cultivos 
promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum (MHOM 
MA67ITMAP263). As promastigotas de Leishmania infantum eram mantidas a 
25°C em RPMI 1640 Glutamax (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal 
bovino, 50UmL de penicilina, 50 mg/mL de estreptomicina e 20 mM de HEPES 
pH 7,4 (Sigma) no laboratório de Parasitologia Molecular do Instituto de 
Investigação e Inovação em Saúde, I3S, Universidade do Porto, Portugal. Para 
obter as formas amastigotas axênicas, as culturas foram transferidas para 
estufa a 37 °C e 5% de CO2, em meio MAA suplementado com 20% de soro 
fetal bovino, 2 mM Glutamax (Gibco) e 0,023 mM hemin (Sigma).  
Para os estudos das ocelatinas selecionadas para a segunda etapa do 
estudo (PT-4 e PT-6), foram utilizadas formas amastigotas de Leishmania 
(Leishmania) amazonensis da cepa MHOM/BR/PH8. A Leishmania 
amazonensis era mantida sob criopreservação no laboratório de Leishmaniose 
do Instituto de Medicina Tropical, da Universidade de Brasília. Para a 
descriopreservação, uma alíquota foi transferida para meio NNN (Novy-
MacNeal-Nicolle) e mantida a 26ºC até que os parasitos alcançassem a fase 
log de crescimento. Em seguida, a suspensão foi transferida para o meio de 
cultura Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), suplementado com 10% de 
soro fetal bovino inativado e 0,2% de sulfato de gentamicina, a 26 ºC, até que 
os parasitos alcancem novamente na fase log de crescimento. As formas 
amastigotas axênicas foram obtidas transferindo-se a suspensão para a estufa 
a 37 ºC. 
 
3.8. Determinação do efeito das Ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos de 
promastigotas e amastigotas de L. infantum  
Para avaliar o efeito leishmanicida das Ocelatinas-PT1 a PT8, formas 
amastigotas e promastigotas de L. infantum foram colocados em placas de 
microcultivo de 96 poços sendo: (i) 3x105 promastigotas por poço em meio 
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RPMI completo, (ii) 1,5x105 amastigotas axênicos por poço em MAA20. Essas 
placas foram incubadas com 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ou 128 μg/mL das 
Ocelatinas-PT por 24h. Decorrido o tempo foi acrescentado 10 μL resazurina 
2,5 mM (Sigma) e incubadas novamente por 24h. Após a incubação a 
fluorescência foi medida em espectrofotômetro de placa SpectraMAX 
GeminiXS (Molecular Devices LLC) com filtro de 560nm de excitação e 590nm 
de emissão.  
 
3.9. Determinação do efeito das Ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos de 
macrófagos derivados de medula óssea 
Para avaliar a citotoxicidade dos peptídeos foram utilizado os 
macrófagos derivados de medula óssea anteriormente descritos. As células 
foram então incubadas com as concentrações de 16, 32, 64, 128, 256 ou 512 
μg/mL dos oito peptídeos em meio DMEM suplementado por 24h a 37°C com 
7% de CO2 em ar.  Decorrido o tempo, adicionou-se 10 μg/mL de uma solução 
de resazurina 2,5 mM (Sigma) por poço. As células foram incubadas durante 
2h e a fluorescencia foi medida em espectrofotômetro de placa SpectraMAX 
GeminiXS (Molecular Devices LLC) com filtro de 560nm de excitação e 590nm 
de emissão.  
 
3.10. Avaliação morfológica de promastigotas de L. infantum tratadas 
com Ocelatinas-PT 
Foram adicionadas 2x106 formas promastigotas de L. infantum por 
poço em placa de 96 poços, em triplicata. Elas foram incubadas com as 
Ocelatinas-PT1 e PT8 na concentração de 16 μg/mL e 64 μg/mL a 37°C 
durante 24h. Esses dois peptídeos foram escolhidos por apresentarem número 
de aminoácidos diferentes, sendo a PT1 um peptídeo menor (24 aminoácidos) 
e a PT8 maior (31 aminoácidos). Acredita-se que peptídeos de tamanhos 
diferentes tenham ação diferente na estrutura dos micro-organismos. As 
culturas foram transferidas para eppendorffs e foram centrifugadas a 100Xg 
durante 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e adicionado solução de 
cacodilato de sódio (100 mM; pH 7,2) por 5 minutos, após foi realizada uma 
fixação primária com glutaraldeído 2,5% em Na-cacodilato 100 mM, pH 7,2, 
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por 60 minutos. Após esse período, foram feitas duas lavagens para remover o 
glutaraldeído. As promastigotas foram então transferidas para as lâminas de 
vidro tratadas com poli-L-lisina (10 mm de diâmetro) e estas foram deixadas 
em repouso durante 60 minutos. As amostras foram lavadas duas vezes com 
água ultrapura e as lâminas foram cobertas com solução de tetróxido de ósmio 
a 4°C, 1% em Na-cacodilato 100 mM, pH 7,2, para fixação secundária. Depois 
disso, a solução de tetróxido de ósmio foi removida por lavagem com água 
ultrapura e, em seguida, as amostras foram tratadas com uma série de etanol 
graduada de 25, 50, 75 e 100% duas vezes, 5 minutos cada. Finalmente, as 
amostras em etanol a 100% foram transferidas para um dispositivo de 
secagem de ponto crítico (CPD). Após o CPD, as amostras foram mantidas em 
ambiente seco. As amostras foram então divididas em duas, um conjunto 
dessas amostras foi revestido com Au/Pd para análise de microscopia 
eletrônica de varredura (MEV); o outro conjunto de amostras foi utilizado para 
análise de microscopia de força atômica (MFA) sem tratamento adicional. O 
MEV foi realizado usando um microscópio eletrônico de varredura FEI Quanta 
FEG 400. As imagens foram coletadas nos modos de imagem eletrônica 
secundária (SE) e elétrons retroespalhados (BSE). O MFA foi realizado com 
um microscópio de força atômica TT-AFM da AFMWorkshop. Um scanner de 
50x50x17 mm foi usado, no modo de vibração. As sondas ACT da AppNano 
foram usadas com freqüências de ressonância de aproximadamente 300 kHz. 
As imagens foram processadas e exibidas usando o software Gwyddion. 
3.11. Índice de Seletividade 
 Os índices de seletividade (IS) das ocelatinas-PT (1 a 8) foram obtidos 
calculando-se a razão entre as concentrações capazes de inibir a viabilidade 
de 50% dosmacrófagos derivados de medula óssea (CC50) para cada 
composto pelas concentrações capazes de inibir o crescimento de 50% das 
formas promastigotas e amastigotas de L. infantum.  Compostos que 
apresentaram o IS maior que 10 são considerados seguros para as células do 
hospedeiro (Bézivin et al. 2003). 
 
3.12. Determinação do efeito das Ocelatinas-PT4 e PT6 em cultivos de 
macrófagos J774  
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 Para avaliar o efeito citotóxico das Ocelatinas, células J774 (1x105 ) 
foram distribuídas em placa de microcultivo de 96 escavações em meio DMEM 
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), junto com as diferentes 
concentrações de Ocelatina-PT4 e PT6. Essa placa foi incubada por 2h a 37ºC 
com 5% de CO2 em ar, decorrido o tempo de incubação, foi adicionado 10 µL 
de solução de 2,5-Difenil 3 Brometo de Tetrazoilium (MTT) na concentração de 
5 mg/mL por escavação e incubado novamente por 4h a 37ºC com 5% de CO2 
em ar. Após a incubação foi adicionado 50 µL de solução de dodecil sulfato de 
sódio (SDS) a 10% e as leituras de absorbância feitas em espectrofotômetro 
de placa com filtro de 540nm (Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA). Os 
resultados foram expressos em percentual de redução do MTT. 3.18. 
Determinação do efeito das Ocelatinas-PT4 e PT6 em cultivos de amastigotas 
de L. amazonensis Para avaliar o efeito das Ocelatinas, formas amastigotas de 
L. amazonensis (1x105) foram distribuídas em placa de microcultivo de 96 
escavações em meio DMEM acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 
junto com as diferentes concentrações de Ocelatina-PT4 e PT6. Essa placa foi 
incubada por 2h a 37ºC com 5% de CO2 em ar, decorrido o tempo de 
incubação, foi adicionado 10 µL de solução de 2,5-Difenil Brometo de 
Tetrazoilium (MTT) na concentração de 5 mg/mL por escavação e incubado 
novamente por 4h a 37ºC com 5% de CO2 em ar. Após a incubação foi 
adicionado 50 µL de solução de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% e as 
leituras de absorbância feitas em espectrofotômetro de placa com filtro de 540 
nm (Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA). Os resultados foram expressos em 
percentual de redução do MTT. 
 
3.13. Determinação do efeito das Ocelatinas-PT4 e PT6 em cultivos de 
amastigotas de L. amazonensis  
 Para avaliar o efeito das Ocelatinas, formas amastigotas de L. 
amazonensis (1x105) foram distribuídas em placa de microcultivo de 96 
escavações em meio DMEM acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 
junto com as diferentes concentrações de Ocelatina-PT4 e PT6. Essa placa foi 
incubada por 2h a 37ºC com 5% de CO2 em ar, decorrido o tempo de 
incubação, foi adicionado 10 µL de solução de 2,5-Difenil Brometo de 
Tetrazoilium (MTT) na concentração de 5 mg/mL por escavação e incubado 
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novamente por 4h a 37ºC com 5% de CO2 em ar. Após a incubação foi 
adicionado 50 µL de solução de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% e as 
leituras de absorbância feitas em espectrofotômetro de placa com filtro de 540 
nm (Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA). Os resultados foram expressos em 
percentual de redução do MTT. 
 
3.14. Determinação do efeito microbicida das Ocelatinas PT4 e PT6 em 
cultivos de macrófagos J774 infectados com L. amazonensis 
Para avaliar o efeito da Ocelatina-PT4 e PT6, as células J774 foram 
quantificadas e distribuída (2 x 105 células/escavação) em placa de 
microcultivo de 24 escavações e incubadas por 2h a 37ºC com 5% de CO2 em 
ar, em meio DMEM (Gibco), num volume de 200 µL de meio, para a aderência 
dos macrófagos J774. Decorrido o tempo para a aderência das células na 
placa, as escavações foram lavadas com STF pH 7,2, 37°C, em seguida foram 
adicionadas formas amastigotas de Leishmania amazonensis (106), em cada 
escavação, e então as células foram novamente incubadas por 12h a 37ºC 
com 5% de CO2 em ar, em meio RPMI 1640 acrescido de 10% de Soro Fetal 
Bovino (SFB), para a infecção dos macrófagos. Logo, após 12 horas de 
incubação, as escavações foram lavadas 3 vezes com STF a 37ºC estéril para 
a remoção das leishmânias não fagocitadas. Decorrida essa incubação, as 
escavações foram lavadas 3 vezes com STF pH 7,2, 37°C estéril e incubadas 
com diferentes concentrações de Ocelatina-PT4 e PT6 (µg/mL). Após as 
escavações foram secas, fixadas com metanol, coradas com solução de 
Giemsa a 10% e avaliadas com microscopia óptica (1000x).  
O efeito de diferentes concentrações foi avaliado pela determinação do 
índice de infecção em 200 macrófagos, que é expresso como produto da 
média de leshmânias ingeridas pelo percentual de macrófagos infectados. A 
partir desse experimento, as concentrações foram selecionadas para os 
ensaios de funcionalidade. A escolha dessas concentrações baseia-se nos 
critérios de toxicidade para os macrófagos e na determinação do efeito 
microbicida e/ou imunomodulador de uma faixa delas. Para determinar o 
percentual estimado de macrófagos aderidos sobre as lamínulas foram 
quantificado em microscopia óptica (400 x), o total de células presentes em 
10% da área da lamínula. 
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3.15. Avaliação molecular por PCR quantitativa (qPCR) 
 Macrófagos J774 foram infectados com Leishmania amazonensis e 
tratados ou não com as Ocelatinas-PT4 e PT6 nas concentrações de 2, 8, 16 
ou 64 µg/mL. Após a incubação com os peptídeos, esses macrófagos foram 
resuspendidos com STF e transferidos da placa para um eppendorf e 
centrifugado a 1700 rpm durante 10 minutos. Decorrido o tempo, o 
sobrenadante foi descartado e adicionado 200 de STF, em segida as amostras 
foram guardadas a -20 até a extração. 
 
3.15.1. Extração de DNA de Leishmania 
 A extração do DNA foi realizada utilizando o "Kit DNeasy Blood & 
Tissue" (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA), conforme o protocolo: foi adicionado 
20 µL de Proteinase K no eppendorf junto 200 µL do tampão AL e de etanol 
100%, em seguida as amostras foram homogeneizadas com o vortex. O 
conteúdo dos eppendorfes foram então transferidos para uma mini coluna de 
rotação de 2 mL contendo um tubo de coleta e centrifugados a 6000 g por 1 
minuto. O tubo de coleta das amostras foi descartado e um novo colocado, em 
seguida 500 µL do tampão AW1 foi adicionado e os tubos novamente 
centrifugados por 1 min a 6000 g. O tubo de coleta foi novamente descartado e 
foram adicionados 500 µL do tampão AW2, que foi centrifugado por 3 min a 
20,000 g, decorrido o tempo as minis colunas foram colocadas em eppendorfs 
de 1,5 mL e foi adicionado no centro da coluna 100 µL de tampão AE. Os 
eppendorfs foram incubados por 1 min a temperatura ambiente e centrifugados 
a 6000 g por 1 min. Este procedimento foi realizado novamente sendo o DNA 
eluído da coluna em volume final de 100 µL.  A quantificação da concentração 
de DNA de leishmânia extraído foi avaliada por espectrofotômetro (NanoVue 
Plus, GE). 
 
 3.15.2. Detecção de DNA de Leishmania 
A fim de se avaliar a presença de DNA de Leishmania nos macrófagos 
J774 infectados e tratados com as Ocelatinas-PT4 e -PT6, foi realizada uma 
PCR quantitativa (qPCR), utilizando primers direcionados para a região 
constante do minicírculo de DNA mitocondrial (kDNA) da leishmânia. Para o 
kDNA de Leishmania utilizou-se os primers PPF (5’ GGC CCA CTA TAT TAC 
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ACC AAC CCC 3’) e PPR (5’ GGG GTA GGG GCG TTC TGC GAA 3’) (PITA-
PEREIRA et al., 2012). Cada reação tinha um volume final de 20 µL, com 10 
µL 1X de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, 
USA), 0,2 µM de cada primer e 2 µL de amostra de DNA com concentração de 
25 ng/µL. A qPCR foi feita com termociclador Applied Biosystems™ 
QuantStudio 3 com as condições de ciclagem de: 94 ºC durante 12 minutos e 
40 ciclos a 94 ºC durante 30 segundos, 55 ºC durante 30 segundos e 72 ºC 
durante 30 segundos. Após a amplificação, a melting curve foi padronizada 
com desnaturação inicial de 95 ºC durante 5 segundos, seguidos por 50 ºC 
durante 15 segundos e 95 ºC por 5 segundos. As amplificações foram 
realizadas em duplicata em placas de 96 poços (Optical 96-Well Reaction 
Plate, MicroAmp®) com dois controles negativos, um sem DNA (branco) e o 
outro com DNA de cultura de células Hek não infectadas e dois controles 
positivos de maior e menor concentração (dois pontos da curva).   
3.15.3. Curva padrão para quantificação  
Foi padronizada uma curva para a quantificação absoluta de parasitos a 
partir de concentrações estabelecidas de DNA de L. infantum, diluições 
seriadas de 1:10 (5 ng/µL; 0,5 ng/µL; 0,05 ng/µL e 0,005 ng/µL) e com 
eficiência de 98,6%.  
Para determinar a carga parasitária nos macrófagos infectados e os 
tratados, foi estabelecida uma curva padrão a partir do DNA de L. infantum. As 
diluições seriadas foram de 1:10 (5 ng/µL; 0,5 ng/µL; 0,05 ng/µL e 0,005 
ng/µL). A eficiência resultou em 98.6%, Slope: -3,355, R2: 0,996 e erro de: 
0,082. Para os cálculos utilizou-se a equação: y = -3,6916x + 15,601, onde Y é 
o CT da amostra, X a quantidade a ser calculada do produto amplificado, -
3,6916x é o coeficiente angular da reta e o 15,601 é o coeficiente linear da 
reta. A quantificação em cada amostra foi calculada e avaliada como positivo 
no mínimo de sensibilidade da curva (0,005 ng/µL), possibilitando quantificar 
as amostras. A quantidade de parasitos é equivalente a 50 ng de DNA em 
cada amostra avaliada. 




Para avaliar se ocelatinas-PT4 e -PT6 podem ter ação citolítica, foi 
realizado um teste de viabilidade com nigrosina. Foram incubados, 2 x 105 
macrófagos J774 em Eppendorf em 100 µL de meio DMEM (Gibco) com as 
diferentes concentrações das Ocelatinas-PT4 e -PT6 (2, 8, 16 ou 64 
µg/mL/100 µL) e então, os cultivos foram incubados por 2 horas a 37o C. Após 
a incubação, uma alíquota de cada cultivo foi diluída (5x) em uma solução de 
5% de nigrosina em STF, pH 7,2. A partir desta diluição, foram contadas em 
hematocitômetro em microscopia óptica na objetiva de 400x e o resultado foi 
expresso em média após retirar as células que incluíram a nigrosina no 
citoplasma. 
 
3.17. Determinação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
A determinação das espécies reativas de oxigênio (EROs) foi feita em 
cultivos de células J774, infectadas ou não com L. amazonensis. Os 
experimentos foram realizados em sextoplicatas, em placas de microcultivo de 
fundo plano e 96 escavações. Foram distribuídas 1x105 células por escavação 
em 200 μL de meio DMEM sem soro e incubadas em câmara úmida a 37ºC 
com mistura gasosa de ar + 5% de CO2 por 60 min para a aderência das 
células. Em seguida, as escavações foram lavadas com STF (0,15M, pH 7,2), 
a 37oC, para retirar as células não aderidas. Os macrófagos foram incubados 
com 5x105 formas amastigotas de leishmânias por 12 horas para a infecção 
dos macrófagos e depois de lavados 3 vezes com STF, 0,15 M, pH 7,2, estéril 
a 37oC, em seguida, os macrófagos foram incubados por 2 horas com 
diferentes concentrações de Ocelatinas PT4 e PT6 (0, 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 
μg/mL). As células foram lavadas três vezes com STF e incubadas por 30 min, 
nas mesmas condições descritas, com 199,5 μL de STF e 0,05 de solução 
estoque de DFCDA (2', 7'-diclorofluoresceina-diacetato, Sigma). As leituras 
das fluorescências foram feitas em citômetro Fortessa LSR II (BD Bioscience, 
San Jorge, CA, USA) com 485 nm de excitação e 530 nm de emissão. 
3.18. Determinação da produção de óxido nítrico 
Células J774 foram incubadas com diferentes concentrações dos 
peptídeos e a produção de óxido nítrico (ON) avaliada utilizando-se reagente 
de Greiss, segundo técnica descrita por Green et al. (1982). Os experimentos 
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foram realizados em sextoplicatas, em placas de microcultivo de fundo plano e 
96 escavações. Foram distribuídas 2x105 células por escavação em 200 μL de 
meio DMEM sem soro e incubadas em câmara úmida a 37ºC com mistura 
gasosa de ar + 5% de CO2 por 60 min para a aderência das células. Após 
incubação em câmara úmida a 37ºC, por 60min, em atmosfera de ar+ 5% de 
CO2, as escavações foram lavadas 3 vezes com STF (0,15 M, pH 7,2), a 37
oC, 
para retirar as células não aderidas. Os macrófagos J774 obtidos por 
aderência foram incubados com 106 formas amastigotas de leishmânias por 12 
horas para a infecção dos macrófagos e depois de lavados 3 vezes com STF, 
0,15 M, pH 7,2, estéril a 37oC, e, em seguida, incubadas, nas mesmas 
condições anteriores por 24h com 200μL de Ocelatinas-PT4 e PT6 ou 
lipopolissacarídeo (LPS Escherichia coli, sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St 
Louis, EUA; concentrações de 10 ou 20ng/mL), preparadas em meio DMEM 
completo. Terminada a incubação, as placas foram submetidas à centrifugação 
a 400xG por 10 min e em seguida, 100 µL do sobrenadante de cada 
escavação foi transferido para outra placa e então será acrescido 100 µL de 
reagente de Greiss. A curva padrão foi preparada com oito diferentes 
concentrações (0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 ou 100nM) de nitrito de sódio 
(NaNO2), em água destilada. As leituras das reações colorimétricas foram 
feitas em espectrofotômetro de placa com filtro de 540 nm (Multiskan® Titertek, 
Huntsville, EUA) e os resultados expressos em milimoles (mM) de NO. 
 
3.19. Determinação da formação de corpúsculos lipídicos por macrófagos 
Para determinar a formação de corpúsculos lipídicos, as células J774 
aderidas (2x105 células/escavação) em placa de microcultivo de 24 
escavações com adição de lamínulas foram infectadas com formas 
amastigotas de Leishmania amazonensis (106/escavação), por 12h a 37ºC 
com 5% de CO2 em ar, em meio DMEM acrescido de 10% de Soro Fetal 
Bovino (SFB). Após a incubação, as escavações foram lavadas 3 vezes com 
STF a 37ºC para a remoção das leishmânias não ingeridas e então, as células 
foram novamente incubadas por 2 h com as diferentes concentrações de 
Ocelatina-PT. As células foram fixadas com paraformaldeído 4% por 30 min, 
lavadas com STF pH 7,2 e álcool isopropílico a 60% e coradas com Oil Red® 
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por 15 min, lavadas com água destilada e depois coradas com hematoxilina e 
montadas em meio gelatinoso. A quantificação dos corpúsculos lipídicos foi 
feita analisando-se 200 células/lamínula em microscopia óptica na objetiva de 
1000x e em seguida determinou-se o índice corpuscular. 
 
3.20. Avaliação de corpúsculos lipídicos por citometria de fluxo 
 Os macrófagos J774 foram infectados conforme descrito anteriormente 
(3.12), em placa de 96 poços e incubados com as concentrações de 2, 8, 16 
ou 64µg/mL das Ocelatinas-PT4 e PT6 por 2 horas. Decorrido o tempo, a placa 
foi lavada 1x com STF pH 7,2 e incubada a 37oC com 200µL de Bodipy 
(Difluoro {2-[1-(3,5-Dimetil-2H-Pirrol-2-Ilideno-N)Etil]-3,5-Dimetil-1H-P, Sigma) 
na diluição de 1:5000 por 30 minutos. Após a incubação a placa foi lavada 1x 
com STF pH 7,2 e as células fixadas com 200µL de paraformaldeído a 4%. As 
células foram ressuspendidas e a leitura foi feita em citômetro Fortessa LSR II 
(BD Bioscience, San Jorge, CA, USA) com 488 nm de excitação e 530 nm de 
emissão, usando o software BD FACSDiva™. 
 
3.21. Análise estatística 
A normalidade das variáveis foi analisada empregando-se o teste de 
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variâncias, empregando-se o 
teste de Barttlet. Teste t pareado ou Wilcoxon foram usados para comparar 
duas amostras normais ou não normais, respectivamente. Para as múltiplas 
comparações foram utilizados os testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis, para 
dados paramétricos ou não paramétricos, respectivamente. As análises e as 
representações gráficas foram feitas empregando-se o programa Prism® 
Software Package (GraphPad, USA, 1997), o intervalo de confiança foi de 95% 
































































4.1. Determinação da concentração inibitória das ocelatinas-PT (1 a 8) em 
cultivos promastigotas e amastigotas de L. infantum 
Os resultados obtidos em cultivos de promastigotas de L. infantum mostraram que 
a incubação com as Ocelatinas-PT por 24 h foi capaz de inibir o crescimento dos 
parasitos em relação ao controle, com exceção da ocelatina-PT2. As ocelatinas-
PT1, PT3 e PT5 inibiram o crescimento nas concentrações de 64 e 128 µg/mL, na 
comparação com o controle. As ocelatinas-PT4, PT6, PT7 e PT8 inibiram o 
crescimento de L. infantum com 32, 64 e 128 µg/mL. As concentrações capazes de 
inibir o crescimento de 50 % dos parasitos foram estimadas conforme demonstrado 
na tabela 2 e no anexo I. 
Tabela 2. Percentual de redução da resazurina por formas promastigotas de L. infantum 
incubadas com diferentes concentrações dos peptídeos. Representados percentual de 
média.  
Ocelatinas 
Concentrações dos peptídeos (µg/mL) (% Média ± DP)   CI50 estimado 
µg/mL 

















































































































































































































































































As formas amastigotas de L. infantum mostraram inibição do crescimento 
apenas com as Ocelatinas-PT4 e PT6. A ocelatina-PT4 inibiu o crescimento nas 
concentrações de 64 e 128 µg/mL, em comparação com o controle. Já a 
ocelatina-PT6 inibiu o crescimento com 128 µg/mL. As concentrações capazes de 
inibir o crescimento de 50 % dos parasitos foram estimadas conforme 
demonstrado na tabela 3 e no anexo I. 
Tabela 3. Percentual de redução da resazurina por formas amastigotas de L. infantum 
incubadas com diferentes concentrações dos peptídeos. Representados percentual de 
média.  
Ocelatinas 
Concentrações dos peptídeos (µg/mL) (% Média ± DP)   CI50 estimado 
µg/mL 





















































































































































































































































4.2. Determinação da dose tóxica das ocelatinas-PT (1 a 8) em cultivos de 
macrófagos derivados de medula óssea 
   Os resultados mostraram que macrófagos derivados de medula óssea 
incubados com as diferentes Ocelatinas-PT não reduziram a viabilidade celular em 
relação ao controle, com exceção da ocelatina-PT4, que reduziu a viabilidade com 
512 µg/mL. As concentrações capazes de inibir a viabilidade de 50% dos 
macrófagos foram estimadas conforme demonstrado na tabela 4 e no anexo I.  
 
Tabela 4. Percentual de redução da resazurina por macrófagos derivados da medula 
óssea incubadas com diferentes concentrações dos peptídeos  
Ocelatinas 
Concentrações dos peptídeos (µg/mL) (% Média ± DP) 
CC50 estimado 
µg/mL 
































































































































































































4.3. Determinação do índice de seletividade  
  Os índices de seletividade determinados pela razão entre CC50 e IC50 
mostraram que para as formas promastigotas e amastigotas de L. infantum todas 
as ocelatinas-PT apresentaram índices inferiores a 10. Nos cultivos de 
promastigotas as ocelatinas-PT4 e PT6 foram as que apresentaram maior índice de 
seletividade, já para as amastigotas apenas as ocelatinas-PT4 e PT6 tiveram um 
índice igual ou maior que 4 (Tabela 5).  
 
 
Tabela 5.  Índice de seletividade das ocelatinas PT (1 a 8) para as formas 
promastigotas e amastigotas de L. infantum.  
 
Ocelatinas 
Índice de Seletividade (CC50/ CI50)  
L. infantum (promastigotas) L. infantum (amastigotas) 
PT1 4,8 - 
PT2 - - 
PT3 6,1 - 
PT4 6,6 4,4 
PT5 5,2 - 
PT6 6,7 4,0 
PT7 6,5 - 




4.4. Estudos morfológicos de promastigotas de L. infantum tratadas com 
ocelatinas-PT 
 
  Para observar as alterações morfológicas das formas promastigotas 
incubadas com as ocelatinas, PT1 e PT8, foram obtidas imagens por microscopia 
de varredura de força atômica.  
   As imagens de MEV mostraram alterações nas membranas dos parasitos 
com os dois peptídeos, na comparação com o controle (Figura 4). A incubação com 
16 μg/mL provocou a formação de erupções vesiculares (B e C) e com 64 μg/mL, 
além das vesículas, observou-se as cavéolas profundas demonstradas nas figuras 









































 PT1 PT8 
 
Figura 4. Eletrofotomicrografias de varredura de formas promastigotas de L. infantum 
controle (A) e tratadas com 16 (B) e 64 (D) das ocelatinas-PT1 e 16 (C) e 64 (E) da 
PT8. Observar as formações vesiculares em B e C e as erupções caveolares 











 Para a avaliação no MFA foram utilizadas leishmânias tratadas com 16 ug/mL de 
PT1 e PT8, Assim como no MEV, foi possível observar características circulares nas 
duas amostras indicando a presença de formas semelhantes a bolhas. As imagens do 
AFM mostraram que houve mudança na textura da membrana das promastigotas 

























Figura 5. Imagem de microscopia de força atômica de formas promastigotas de L. 
infantum em A, B (controle) e incubadas com 16 μg/mL da ocelatina PT1 (C, D) e com 
E 16 μg/mL da ocelatina PT8 (E, F). As imagens B, D e F são a representação 3D da 










Para avaliar as alterações morfológicas nas membranas dos parasitos 
incubadas com as ocelatinas PT1 e PT8 foram tomadas as medidas da rugosidade a 
partir dos dados da microscopia de força atômica. Os resultados não mostraram 
diferenças na rugosidade entre o controle (3,3±0,6 nm) e as leishmânias incubadas 
com 16 μg/mL da ocelatina PT1 (4,2±1,5 nm) ou PT8 (5,1±2,2 nm) (Teste t pareado; 
































Figura 6. Rugosidade em nm medida por microscopia de força atômica na superfície das 
membranas celulares de formas promastigotas de L. infantum. O resultado das 
comparações entre as medidas não mostrou diferenças entre os grupos (Teste t-pareado; 
p > 0,05). Estão mostradas as médias e os desvios padrão. 
 
 
4.5. Determinação da concentração inibitória das ocelatinas-PT4 e PT6 em 
cultivos de amastigotas de L. amazonensis 
 Nossos resultados mostraram que, na comparação com o controle, as 
diferentes concentrações da ocelatina-PT4 e PT6 reduziram o percentual de 
viabilidade das formas amastigotas de L. amazonensis. A diminuição na ocelatina-
PT4 ocorreu nas concentrações de 16 a 512 µg/mL, já na ocelatina-PT6 a 





Tabela 6. Percentual de redução do MTT por formas amastigotas de L. amazonensis 
incubadas com diferentes concentrações dos peptídeos  
Ocelatinas 
Concentrações dos peptídeos (µg/mL) (% Média ± DP) 
IC50 estimado 
µg/mL 











































































4.6. Determinação da concentração citotóxica das ocelatinas-PT4 e PT6 
em cultivos de macrófagos J774 
Nos ensaios de citotoxicidade, não houve redução na viabilidade dos 
macrófagos J774 quando incubadas com as diferentes concentrações dos 
peptídeos. Nossos resultados mostraram ainda que houve um possível 
aumento da atividade celular com os dois peptídeos testados em todas as 
concentrações (Tabela 7 e Anexo I). 
Tabela 7. Percentual de redução do MTT por macrófagos J774 incubados com 
diferentes concentrações dos peptídeos  
Ocelatinas 
Concentrações dos peptídeos (µg/mL) (% Média ± DP) 
CC50 estimado 
µg/mL 



















































































4.7. Determinação do efeito microbicida das ocelatinas-PT4 e PT6 em 




Testamos o efeito microbicida nos cultivos de J774 infectados com L. 
amazonensis com as diferentes concentrações dos peptídeos (0, 1, 2, 4, 8, 16, 
32, 64, 128 ou 256 µg/mL) e os resultados mostraram que houve diminuição 
de forma dose-dependente do índice de infecção na Ocelatina-PT4 (p=0,017) e 
na Ocelatina-PT6 (p=0,03). O mesmo pode ser observado com o percentual de 
macrófagos infectados nas Ocelatinas-PT4 (p=0,05) e PT6 (p=0,019). A média 
de leishmânias endocitadas teve diminuição conforme o aumento da 
concentração na PT4 (p=0,0002), já na PT6 a diminuição não foi significativa 
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Figura 7. Efeito microbicida das ocelatina-PT4 e -PT6 em macrófagos J774 infectados 
com L. amazonensis. Em A, percentual de macrófagos infectados (azul), média de 
leishmanias endocitadas (vermelho) e índice de infecção (preto) dos macrófagos 
tratados com Ocelatina-PT4; Em (B) percentual de macrófagos infectados, média de 
leishmanias endocitadas e índice de infecção dos macrófagos tratados com Ocelatina-









Figura 8. Imagem de microscopia óptica de macrófagos J774. Em (A), macrófago 
J774; Em (B) Macrófago J774 infectado com L. amazonensis; Mácrofagos infectados 
e tratados com Oc-PT4 com 2 (C), 8 (E), 16 (G) e 64 (I) µg/mL; Macrófagos infectados 
e tratadom com Oc-PT6 com 2 (D), 8 (F), 16 (H) e 64 (J) µg/mL. Coloração com 







4.8. Influência das Ocelatinas-PT4 e PT6 na aderência dos macrófagos J774 
 
 Para avaliar a aderência dos macrófagos J774 tratados com as 
diferentes concentrações das Ocelatinas-PT4 e PT6, foi determinado o 
percentual de recuperação de macrófagos aderidos em 10% da área da 
lamínula. 
 Os resultados indicaram, na comparação com o controle diminuição na 
aderência celular em todas as concentrações para os dois peptídeos, contudo 
não houve diminuição dose-dependente para ambos, conforme analisado pela 
regressão linear (p > 0,05) (Figura 9). 
 
 































Figura 9. Percentual de recuperação de macrófagos J774 aderidos em lamínulas. Os 
resultados indicaram diminuição na aderência celular em todas as 
concentrações para os dois peptídeos, mas não de forma dose-dependente 




4.9. Avaliação por qPCR  do efeito leishmanicida das Ocelatinas-PT4 e 
PT6 em macrófagos infectados com L. amazonensis 
 
 Macrófagos J774 infectados com L. amazonensis e tratados ou não com 
as Ocelatinas-PT4 e PT6 foram avaliados para a redução da carga parasitária 
utilizando o método de PCR quantitativo (qPCR).  
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 Os resultados mostraram que todas as concentrações das Ocelatinas-
PT4 e PT6 reduziram os parasitos nos macrófagos em comparação com o 
controle infectado (0,017 ng/µL). As diferentes concentrações de PT4 (2 = 
0,013 ng/µL; 8 = 0,011 ng/µL; 16 = 0,010 ng/µL; 64 = 0,003 µg/mL) ou PT6 (2 
= 0,012 ng/µL; 8 = 0,013 ng/µL; 16 = 0,010 ng/µL; 64 = 0,000 µg/mL) 
reduziram a carga parasitária, conforme mostrado na figura 10. 
































Figura 10. Quantificação de leishmânia avaliada por qPCR. Estão mostrados os 




4.10. Influência das Ocelatinas-PT4 e PT6 na viabilidade de macrófagos 
J774 
 
 Para avaliarmos se as Ocelatinas-PT4 e PT6 podem influenciar na 
viabilidade celular de macrófagos J774 foi feita a incubação dessas células na 
presença do corante supravital nigrosina. 
 Os resultados mostraram pela regressão linear que as diferentes 
concentrações das ocelatinas PT4 ou PT6 (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) não afetaram 































Figura 11. Percentual de macrófagos J774 viáveis incubados com diferentes 





4.11. Produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos J774 
tratados ou não com Ocelatinas-PT4 e PT6  
 
Para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
pelos macrófagos J774 infectados ou não com L. amazonensis e tratados ou 
não com diferentes concentrações das Ocelatinas PT4 e PT6 foram realizadas 
marcações com sonda fluorescente (DFCDA) e análises por citometria de 
fluxo. 
Os resultados mostraram que todas as concentrações da Ocelatina-
PT4 (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) aumentaram a produção de EROs (teste t pareado; 
p < 0,05) por macrófagos J774 não infectados; a ocelatina-PT6 não afetou a 
produção de EROs (Test t pareado; p > 0,05) (Tabela 8, figura 12). 
O tratamento dos macrófagos infectados com formas amastigotas de 
L. amazonensis com diferentes concentrações das ocelatinas-PT4 mostrou 
que as maiores concentrações (16 ou 64 µg/mL) diminuíram a produção de 
EROs, enquanto que as menores não afetaram essa produção na comparação 
com o controle (Teste t pareado; p <0,05), no entanto, a regressão linear 
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mostrou redução dose-dependente na produção de EROs (p = 0,004) (Figuras 
12 A1 e A2; 13).  
A incubação de macrófagos infectados com o peptídeo PT6 mostrou 
que em todas as concentrações (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) houve redução na 
produção de EROs (Teste t pareado; p < 0,05) e de forma dose-dependente 
como mostrou a análise pela regressão linear (p = 0,022) (Figuras 12 B1 e B2; 
13). 
 
Tabela 8. produção de EROs por macrófagos infectados ou não com formas 
amastigotas de L. amazonensis, tratados ou não com diferentes concentrações das 
ocelatinas PT4 ou PT6. 
Ocelatinas  
(µg/mL) 
Macrófagos não infectados Macrófagos infectados 
0 2 8 16 64 0 2 8 16 64 
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J774 sem infecção Mac+Leish
 
Figura 12. Produção de EROs por macrófagos J774 infectados ou não e tratados ou 
não com as Ocelatinas-PT4 e PT6. Em A1 a produção de EROs por macrófagos J774 
infectados ou não incubados com a PT4; Em A2 a regressão linear dos macrófagos 
infectados com L. amazonensis e tratados com a PT4; Em B1 produção de EROs por 
macrófagos infectados ou não e tratados ou não com a PT6; Em B2 a regressão linear 
dos macrófagos infectados e tratados com a PT6. Os resultados mostram que para a 
PT4 não houve aumento da produção de EROs nos macrófagos infectados e não 
infectados na concentração de 64 em relação ao controle (A1), e que houve redução 
da produção de forma dose-dependente pela regressão linear (A2). Nenhuma das 
concentrações da PT6 aumentou a produção de EROs nos macrófagos tratados (B1), 
nos macrófagos infectados e tratados houve redução dose-dependente em relação 
aos infectados não tratados (B2). Estão mostradas as médias e desvio padrão (A1 e 













Figura 13. Produção de EROs por macrófagos J774 infectados ou não e tratados ou 
não com a Ocelatinas-PT4 e PT6. Em A, macrófagos tratados ou não com a PT4; Em 
B, macrófagos infectados com L. amazonensis tratados ou não com a PT4;  Em C, 
macrófagos tratados ou não com a PT6; Em D, macrófagos infectados com L. 
amazonensis tratados ou não com a PT6. Os gráficos foram feitos usando a partir da 
intensidade média de fluorescência através do software FlowJo.  
 
 
4.12. Influência das Ocelatinas-PT4 e PT6 na produção de óxido nítrico 
em macrófagos J774 
 
 A avaliação da produção de óxido nítrico em macrófagos J774 
infectados ou não com L, amazonensis, tratados ou não com 2, 8, 16 ou 64 
µg/mL de Ocelatinas-PT4 e PT6 foi feita nos sobrenadantes dos cultivos 




Os resultados mostraram que ambas as Ocelatinas-PT4 ou PT6 
aumentaram, na comparação com o controle basal, a produção de nitrito nos 
macrófagos infectados ou não infectados e tratados com 64 µg/mL (p < 0,05); 
também, 8 µg/mL da ocelatina PT6 aumentou a produção de nitrito em 
macrófagos infectados (p < 0,05). Os resultados mostraram que a produção de 
nitrito por macrófagos infectados não foi alterada pelo tratamento com as 
diferentes concentrações dos dois peptídeos PT4 ou PT6 (p > 0,05) (Tabela 9, 
figura 14). 
  
Tabela 9. produção de nitrito por macrófagos infectados ou não com formas 
amastigotas de L. amazonensis, tratados ou não com diferentes concentrações das 




Macrófagos não infectados Macrófagos infectados 
Mac LPS 2 8 16 64 Leish 2 8 16 64 






















































































Test t pareado; p = 0,004
Wilcoxon; p = 0,031












































Test t pareado; p = 0,017
Wilcoxon; p = 0,031
Test t pareado; p = 0,034































J774 + LeishJ774 sem infecção
 
 
Figura 14. Produção de óxido nítrico por macrófagos J774 incubados ou não com as 
diferentes concentrações (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) das Ocelatinas-PT4 (A) ou PT6 (B). 
Os resultados mostraram que 64 µg/mL das ocelatinas PT4 ou PT6 aumentaram a 
produção de ON com ou sem a infecção, o mesmo foi observado com 8 µg/mL da 
ocelatina PT6. A produção de ON por macrófagos infectados não foi afetada com as 
diferentes concentrações de PT4 ou PT6. Estão representadas as medianas, quartis e 








4.13. Produção de corpúsculo lipídico por macrófagos J774 infectados e 
tratados com Ocelatinas-PT4 e PT6 
 
 A formação de corpúsculos lipídicos (CL) foi avaliada em macrófagos 
J774 infectados ou não com L. amazonensis, tratados ou não com as 
diferentes concentrações de Ocelatinas PT4 ou PT6 pelo método de Oil Red 
O. 
 Nossos resultados mostraram que com a Ocelatina-PT4 houve aumento 
do índice corpuscular, média de corpúsculos lipídicos e percentual de 
macrófagos com corpúsculos na comparação com o controle basal, sendo a 
concentração de 16 µg/mL com o maior índice corpuscular, seguido da 
concentração de 8 µg/mL, já na comparação com o os macrófagos infectados 
e não tratados, pode-se observar uma diminuição de corpúsculos lipídicos em 
todas as concentrações, principalmente nas de 2 e 64 µg/mL. 
 Na Ocelatina-PT6 pode-se observar um aumento do índice corpuscular, 
média de corpúsculos lipídicos e percentual de macrófagos com corpúsculos 
nos macrófagos infectados em relação ao controle basal, principalmente na 
concentração de 2 µg/mL, que foi observado o maior índice corpúscular entre 
todas as concentrações. Nos macrófagos tratados houve diminuição de CL em 













































































































Figura 15. Efeito das Ocelatinas PT4 ou PT6 na produção de corpúsculos lipídicos 
(CL) em macrófagos J774 infectados ou não com L. amazonensis. Em A, índice 
corpuscular, média de CL e percentual de macrófagos com CL dos macrófagos 
tratados com Ocelatina-PT4; em B, índice corpuscular, média de CL epercentual de 
macrófagos com CL dos macrófagos tratados com Ocelatina-PT6. Estão mostradas 










4.14. Avaliação da produção de corpúsculos lipídicos por citometria de 
fluxo 
Avaliamos também a presença de corpúsculos lipídicos em 
macrófagos infectados ou não, tratados ou não com as Ocelatinas-PT4 e -PT6 
através de citometria de fluxo com a sonda BODIPY (Sigma). 
 Os resultados mostraram que os macrófagos tratados com a Ocelatina-
PT4, quando comparados com o controle basal, tiveram aumento na produção 
de fluorencência, indicando maior número de CL (p<0,05), em relação aos 
macrófagos infectados todas as concentrações testadas tiveram menor 
produção de CL (Tabela 10; Figura 16 e 17). 
 Na Ocelatina-PT6 quando comparado às células não infectadas houve 
maior produção de corpúsculos lipídicos no controle infectado, assim como nas 
células tratadas com 8 e 64 µg/mL (p < 0,05) (Figura 16 e 17).  
Quando comparado aos macrófagos infectados o tratamento com 
diferentes (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) concentrações dos peptídeos PT4 ou PT6 
revelou uma menor produção de corpúsculos lipídicos nos macrófagos 
infectados (p < 0,05). 
 
 
Tabela 10. produção de corpúsculos lipídicos por macrófagos infectados ou não com 
formas amastigotas de L. amazonensis, tratados ou não com diferentes 













































(*) Valores que diferem do controle (macrófagos não infectados). Em cinza estão destacados os valores 



















































































T pareado; p < 0,05
Ocelatina PT4 (g/mL) Ocelatina PT6 (g/mL)
T pareado; p < 0,05
 
Figura 16. Produção de corpúsculos lípidicos (CL) avaliados pela sonda BODIPY. 
Macrófagos J774 infectados com L. amazonensis ou não, e tratados ou não com as 
Ocelatinas-PT4 (Rosa) e PT6 (Azul). Todas as concentrações da PT4 produziram 
mais CL que os macrófagos, enquanto na PT6 o aumento foi visto apenas em 8 e 64 
µg/mL. Quando comparadas aos macrófagos infectados, todas as concentrações dos 



















































Figura 17. Produção de CL pela sonda BODIPY. Em (A), a intensidade de 
fluorescência média (IFM) dos macrófagos infectados ou não e tratados com as 
Ocelatinas-PT4; Em (B), a intensidade de fluorescência média (IFM) dos macrófagos 














































































A descoberta de novas substâncias terapêuticas para a leishmaniose é 
necessária, pois os de de escolha para o tratamento da leishmaniose 
apresentam resistência em algumas espécies de Leishmania e toxicidade aos 
indivíduos como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, entre outros 
(Rodrigues et al. 2006; Choi et al. 2012; Souza et al. 2018). 
Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) surgiram como uma nova proposta 
de tratamento para a Leishmaniose, visto que os parasitos estão adquirindo 
resistência aos medicamentos atuais. Os PAMs catiônicos podem agir 
diretamente na membrana celular dos microorganismos por meio de seus 
componentes de membrana aniônicos e diferenças de pontencial transmembrana 
ou podem também agir indiretamente pela interação com as células do sistema 
imune inato do hospedeiro, modulando as vias de sinalização ou até mesmo 
causando apoptose (García et al. 2017); tem sido descrito que a probabilidade do 
microrganismo desenvolver resistência com essa moléculas é reduzida quando 
comparado a antibióticos (Marani et al. 2015). 
Para analisar o efeito das Ocelatinas-PT foram utilizados cultivos 
flagelados ou não de Leishmania e de macrófagos derivados da medula óssea 
ou J774. Na primeira fase do estudo identificou-se em cultivos promastigotas L. 
infantum o índice de seletividade das ocelatinas-PT de 1 a 8 para selecionar os 
compostos de melhor atividade para o estudo seguinte. Assim, na segunda fase 
avaliou-se, em cultivos infectados ou não com formas amastigotas de L. 
amazonensis, o efeito microbicida das ocelatinas PT4 ou PT6, bem como sua 
influência na produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e na 
formação dos corpúsculos lipídicos.  
 Nossos resultados mostraram que as ocelatinas-PT analisadas, com 
exceção da ocelatina-PT2, possuem efeito leishmanicida em cultivos 
promastigotas de L. infantum nas concentrações de 32 a 128 µg/mL. Esse efeito 
microbicida também foi observado em cultivos de bactérias E. coli para as 
Ocelatinas-PT1 a PT8; similarmente, o peptídeo PT2 não foi efetivo contra essas 
bactérias (Marani et al. 2015). O potencial dos peptídeos antimicrobianos tem 
sido amplamente observado, sobretudo, pelo seu efeito nas membranas 
celulares dos microorganismos. Como exemplos disso, Zapa et al. (2009) 
observaram lise total das formas promastigotas de L. infantum quando incubaram 
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por 45 minutos com Dermaseptina-01 (peptídeo de Phyllomedusa azurea). O 
peptídeo CM11 inibiu de forma dose-dependente o crescimento de formas 
amastigotas de L. major (CI50 = 9,8 µM) (Khalili et al. 2018) e a incubação do 
peptídeo BLIS 16 por 72 horas inibiu 100% das formas promastigotas de L. 
infantum (CI50 = 2,9 µg/mL) (Barcelos 2018). 
Os peptídeos antimicrobianos possuem carga positiva (catiônicos), o que 
lhes permitem interagir com a membrana da leishmânia que é aniônica e assim, 
alteram a fonte de energia do parasito e aumentam o fluxo de água e de íons, 
resultando em degeneração hidrópica e destruição celular (Shai 2001). Embora o 
mecanismo de interação dos peptídeos antimicrobianos seja variado e não 
totalmente esclarecido, acredita-se que eles atuem inserindo-se entre os 
fosfolípídeos das membranas dos micro-organismos, causando aumento da 
permeabilidade pelo influxo de íons, que pode resultar na desestruturação total e 
formação de micelas à partir da membrana rompida (Shai 2001; Brogden 2005).  
Nossos resultados utilizando as microscopias confirmam as alterações 
causadas pelos peptídeos, visto que foram observadas alterações morfológicas 
das formas promastigotas de L. infantum após tratamento com a Ocelatina-PT1 e 
a Ocelatina-PT8. Em ambas as imagens de microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) e força atômica (MFA), foi possível observar mudanças mais localizadas 
nas promastigotas após tratamento com as Ocelatinas-PT. No MEV observamos 
na menor concentração erupções vesiculares e na maior, vesículas e grandes 
orifícios nas membranas, alguns passando profundamente o interior da célula. 
No MFA foi possível ver rugas visíveis na membrana, grandes protuberâncias 
semelhantes a bolhas. Parece provável que estes sejam o resultado da 
micelização de lipídios de membrana também observada em concentrações mais 
baixas, e claramente representa uma completa destruição da estrutura da 
membrana principalmente na concentração mais alta do peptídeo, justificando a 
diminuição da viabilidade das promastigotas com o aumento das concentrações 
das Ocelatinas-PT. Eaton et al. (2014), também avaliou a morfologia por MFA de 
promastigotas de L. infantum tratadas com Dermaseptina-01 e observou 
considerável rugosidade da membrana, encurtamento e arredondamento das 
células. Após o tratamento de promastigotas de L. infantum com o peptídeo BLIS 
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P16, foi possível observar em imagens de MEV, rupturas da membrana celular e 
fratura no flagelo (Bacelos 2018).  
 Quando as Ocelatinas-PT de 1 a 8 foram incubadas com formas 
amastigotas de L. infantum, apenas as Ocelatinas-PT4 e PT6 inibiram o 
crescimento dos parasitos. 
 A forma promastigota do gênero Leishmania apresenta várias classes de 
macromoléculas como o Glicosilfosfatidilinositol (GPI), que funciona como ponte 
para outras glicoproteínas como a proteína de superfície de promastigota (PSP), 
lipofosfoglicano (LPG ou LFG), glycoinositole-fosfolipídeos (GIPLs) e 
proteofosfoglicano (PPG ou PFG). O LPG é encontrado em toda a superfície das 
promastigotas incluindo o flagelo, aumenta a espessura da membrana do 
protozoário protegendo-o do sistema do complemento do hospedeiro. Nas 
amastigotas a quantidade de moléculas de LPG ou PPG são baixas ou até 
mesmo inexistentes (Tachado et al. 1999; Sacks & Kamhawi 2001; Barron & 
Turco 2006; Scott 2011). Um estudo feito por Eggimann et al. (2015), mostrou 
que promastigotas modificadas de L. mexicana sem a presença de PPG na 
membrana foram menos susceptíveis a ação de peptídeos antimicrobianos  
(PAMs), indicando que os componentes da membrana de formas amastigotas 
podem ser mais resistentes aos peptídeos.  
A citotoxicidade é um obstáculo para a aplicação biológica, assim é 
fundamental no desenvolvimento de novas drogas a determinação da 
citotoxicidade da molécula in vitro (Krewski et al. 2010). Dessa forma, foram 
avaliados o efeito de diferentes concentrações das oito Ocelatinas-PT em 
macrófagos derivados de medula óssea. Os resultados mostraram que os 
peptídeos têm baixa toxicidade para macrófagos (CC50>489µg/mL). 
Semelhantemente, o estudo de Marani et al. (2015) observou baixa toxicidade 
das Ocelatinas-PT em cultivos de eritrócitos e fibroblastos murinos (NIH-3T3). 
Sabe-se que as membranas celulares dos mamíferos são compostas 
principalmente de fosfolipídios neutros ou pouco positivos, sendo que a maior 
parte desses lipídios é voltada para o interior da bicamada e, dessa forma, ocorre 
menor interação com essas membranas e consequentemente menor toxicidade 
(Zasloff 2002). 
  A partir dos resultados de concentração inibitória e concentração citotóxica, 
calculamos o índice de seletividade das Ocelatinas-PT. Podemos observar que os 
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peptídeos podem ser 4,8 a 6,7 vezes menos tóxicos para as os macrófagos 
derivados de medula óssea do que para as promastigotas de L. infantum e menos 
4 a 4,4 vezes menos tóxicos do que para as formas amastigotas. A diferença no 
Índice de Seletividade (IS) das duas formas de leishmânia pode ter sido causada 
pela diferença nos componentes da membrana dos parasitos e pela a composição 
lipídica, que pode torná-las mais resistentes a pertubações lipídicas (Zhang & 
Beverley 2010). Mesmo apresentando IC50 mais alto, resultando em um IS abaixo 
do ideal, deve-se ressaltar que nos testes in vitro são usados soro fetal bovino e 
soluções salinas com alta concentração nos meios de cultura, podendo resultar 
em inativação dos peptídeos (Mcdermott 2004; Nguyen et al. 2010). 
A partir dos resultados do teste leishmanicida, selecionamos as 
Ocelatinas-PT4 e PT6 para os experimentos com as formas amastigotas de 
Leishmania amazonensis e macrófagos J774. Depois de testadas com as 
concentrações de 1 a 512 µg/mL das duas Ocelatinas-PT em cultivos 
amastigotas de L. amazonensis foi possível observar que a viabilidade das 
leishmânias tratadas com a Ocelatina-PT4 diminuiu a partir da concentração de 
16 µg/mL. Na Ocelatina-PT6 a inibição foi a partir da concentração de 32 µg/mL, 
indicando atividade contra as amastigotas de L. amazonensis. Quando 
comparamos os resultados de L. amazonensis com L. infantum, observamos que 
para as amastigotas de L. amazonensis a inibição do crescimento foi menor. 
Como os nossos resultados, quando incubada DRS-01 com formas amastigotas 
de L. major e L. panamensis, pode ser visto efeito leishmanicida, porém ela foi 
mais eficaz nas formas amastigotas da L. major (Pérez-Cordero 2011). Mesmo 
com as diferenças bioquímicas das membranas das diferentes espécies de 
leishmânias sendo pequenas, essas diferenças podem ter afetado a ação de 
drogas e de peptídeos (Ferguson 1997; Pérez-Cordero 2011). 
 Para avaliar a citotoxicidade dos macrófagos J774, incubamos eles com 
as diferentes concentrações das Ocelatinas-PT4 e PT6, e observamos que todas 
as concentrações dos dois peptídeos testados não apresentaram diminuição da 
viabilidade celular (CC50 >512). Assim como nos nossos resultados para 
macrófagos derivados de medula óssea e para os de células de Marani et al. 
(2015), podemos ver um aumento da atividade dos macrófagos e baixa 
citotoxicidade, indicando que esses peptídeos podem contribuir com a resposta 
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dos macrófagos, uma vez que os peptídeos antimicrobianos estão relacionados a 
uma variedade de ações imunomoduladoras (Hancock & Sahl 2006).  
O efeito microbicida das Ocelatinas-PT4 e PT6 em cultivos de 
macrófagos J774 infectados com formas amastigotas axênicas de L. 
amazonensis mostrou que houve diminuição de forma dose-dependente do 
índice de infecção. Semelhante aos nossos resultados, macrófagos peritoneais 
de camundongos Swiss incubados com filosseptina-1 (PSN-1) também reduziram 
de forma dose-dependente amastigotas de L. amazonensis intracelulares 
(Aquino 2014). A dermaseptina-01 também reduziu o índice de infecção de 
macrófagos peritoneais de Swiss infectados com L. amazonensis (Oliveira 2015). 
Os resultados mostraram que houve diminuição de forma dose-
dependente do índice de infecção. A diminuição da infecção pode ter sido 
ocasionada pela interação do peptídeo com a membrana do parasito resultando 
em alterações levando a morte, como visto nas promastigotas de L. infantum no 
MEV e MFA. Os PAMs podem se inserir entre os fosfolipídeos da membrana do 
parasito, aumentando a permeabilidade e formando micelas a partir da 
membrana rompida (Brogden 2005). Estudos com os peptídeos antimicrobianos 
filosseptina-1 e dermaseptina-01 mostraram resultados semelhantes na 
diminuição da infecção de macrófagos (Aquino 2014; Oliveira 2015). 
 Métodos moleculares vem sendo cada vem mais empregados para a 
identificação e diagnóstico de doenças. Na leishmaniose esses métodos 
também vem sendo empregados para a identificação em amostras clínicas, 
isolados de culturas e até em flebotomíneos (Ben Abda et al. 2011; Francino et 
al. 2006). Um desses métodos é a reação em cadeia de polimerase (PCR) que 
é capaz de detectar apenas uma molécula de DNA na amostra, mostrando sua 
alta sensibilidade (Melo 2006). A PCR em tempo real ou PCR quantitativa vem 
sendo bastante utilizada por promover o monitoramento e quantificação em 
tempo real, além de ser uma técnica rápida (Ben Abda et al. 2011). A qPCR 
permite fazer avaliações qualitativas (detecções postivas ou negativas) e 
quantitativas (carga relativa ou absoluta) pela avaliação da carga absoluta via 
curva padrão a partir do DNA a ser pesquisado (Galluzzi et al. 2018). Vários 
estudos já mostraram a sensibilidade dessa técnica para a avaliação de kDNA, 
inclusive para amostras de pacientes com leishmaniose (Weirather et al. 2011; 
Pita-Pereira et al. 2012). A partir da sensibilidade da qPCR para amostras 
64 
 
contendo leishmânia, foi feita uma qPCR dos macrófagos J774 infectados e 
dos tratados com as Ocelatinas-PT4 e PT6, resultando na comprovação da 
eliminação da carga parasitária com 64 µg/mL para ambos os peptídeos. Essa 
redução de parasitos pode ter ocorrido pela ativação dos macrófagos com 
essas concentrações, bem como pela interação do peptídeo com o parasito. 
Os PAMs podem interagir com a membrana alvo após uma hora causando 
rompimento da estrutura e liberando DNA, além  desse mecanismo de ação, 
foi proposto que os peptídeos  também podem  ter como alvo o DNA de 
microorganismo (Wimley 2010). 
 Macrófagos J774 foram incubados com as Ocelatinas-PT4 e PT6 e sua 
viabilidade avaliada pelo método da nigrosina. Os resultados mostraram que 
os macrófagos incubados com as Ocelatinas-PT continuaram viáveis 
mostrando que esses peptídeos não possuem efeitos tóxicos. Na análise por 
MTT de macrófagos J774 o mesmo pode ser visto, já que todas as 
concentrações dos dois peptídeos apresentaram um CC50 estimado acima da 
maior concentração testada (CC50>512). 
 Os primeiros peptídeos descritos da família das Ocelatinas 
apresentaram efeito lítico contra eritrócitos humanos (Nascimento et al. 2004), 
mas esse efeito não foi observado para as Ocelatinas-PT1 a PT8 e a 
Ocelatina-F que apresentaram baixa atividade hemolítica (Marani 2015; Jiang 
et al. 2018). Sabe-se que o grau de helicidade e da anfipacidade dos peptídeos 
podem aumentar a toxicidade em células que possuem carga neutra como as 
de mamíferos (Yeaman & Yount 2003). Além disso, foi relatado que as 
interações hidrofóbicas podem influenciar a composição de membranas 
levando a hemólise (Tan et al. 2014). Mas como nos achados de Marani et al. 
(2015) e nos nossos de MTT, a baixa citotoxicidade desses peptídeos se 
confirmaram. 
 Pelo percentual de macrófagos aderidos em lamínulas foi observado  
que as células infectadas e as tratadas com as Ocelatinas-PT4 e PT6 
diminuíram a aderência em relação ao controle, mas não de forma dose-
dependente, quando comparado as células controle. Já em macrófagos 
peritoneais de camundongos Swiss infectados com L. amazonensis e tratados 
com Dermaseptina-01, foi possível observar que houve diminuição da 
aderência pelo peptídeo de forma dose-dependente (Oliveira 2015). A infecção 
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por leishmânias com os fagócitos podem causar diminuição da aderência 
celular, Carvalhal et al. (2004), observou em macrófagos J774 a diminuição da 
adesão celular ao tecido conjuntivo causadas pela infecção com leishmânias. 
Em outro estudo, foi possível verificar que a adesão após a infecção com 
Leishmania amazonensis e L. braziliensis também ocorreu em células 
peritoneais de camundongos. Ainda foi possível observar que a carga 
parasitária e o estado de ativação celular também podem influênciar na 
aderência celular (Pinheiro et al. 2006). Esses achados sugerem que as 
leishmânias podem ter diminuído a aderência dos macrófagos J774. 
 Durante a ativação celular os macrófagos são capazes de produzir 
espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ON) para a eliminação de 
patógenos. Nosso trabalho avaliou a produção dessas espécies reativas por 
macrófagos J774 infectados ou não infectados, e tratados ou não com as 
Ocelatinas-PT4 e PT6.  
 Nossos resultados mostraram que macrófagos J774 incubados com as 
concentrações de 2, 8 e 16 µg/mL da Ocelatina-PT4 tiveram aumento da 
produção de EROs quando comparadas ao controle basal, enquanto que nas 
concentrações da PT6 não houve diferença significativa na produção. Quando os 
macrófagos foram infectados com L. amazonensis e tratados com a PT4, foi 
possível ver um aumento significativo da produção dessas espécies reativas nas 
concentrações de 2, 8 e 16 µg/mL em comparação ao controle basal, enquanto 
que na PT6 o aumento foi significativo em todas as concentrações avaliadas. 
Quando comparamos os macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados 
com Oc-PT4 e PT6, observamos que a diminuição na produção de EROs foi com 
todas as concentrações. 
 Aquino (2014) observou em seus resultados que macrófagos peritoneais 
infectados ou não com L. amazonensis e incubados com PSN-1, não tiveram 
aumento da produção de peróxido de hidrogênio quando comparado ao controle, 
enquanto que na concentração de 64 µg/mL teve diminuição da produção nas 
células não infectadas e infectadas em relação ao controle; Tripathi (2014), 
incubou neutrófilos humanos com LL-37, que é um peptídeo, mas ele não afetou 
a produção de H2O2 em relação ao controle basal.  
 As EROs são essenciais para o controle de infecções e são produzidas no 
fagolisossoma dos macrófagos pela a atividade do complexo NADPH oxidase. 
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Citocinas como IFN-γ e TNF-α aumentam a atividade de NADPH oxidase que 
produz radical superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila 
(HO), hipoclorito (OCl-) e peroxinitrito (ONOO−) (Brune et al. 2013; Van Assche 
2011). Nos macrófagos infectados e tratados com as Ocelatinas-PT4 e PT6 os 
peptídeos também podem ter ativado vias de produção de EROs para o controle 
da infecção.  A proteína C quinase (PKC) é uma família de proteínas que 
sinalizam funções microbicidas como EROs, mas também podem inibir a 
produzição de EROs em PMN (Ammar 1998). A PT4 na concentração de 64 
µg/mL pode ter diminuído a ação da PKC, resultando em queda de produção das 
EROs. 
 O Óxido nítrico (ON) é produzido nos macrófagos pela expressão de 
Óxido Nítrico-Sintase induzivel (iNOS), que provoca uma reação entre L-
arginina, oxigênio e NADPH para sua atividade (Laskin 2012). A produção de 
óxido nítrico foi avaliada em macrófagos J774 e os resultados mostram que 
quando incubados com as Ocelatinas-PT4 na concentração de 64 µg/mL, os 
macrófagos não infectados e infectados apresentaram um aumento de 
produção de ON em relação ao controle basal. Com a Ocelatina-PT6 também 
foi visto um aumento de produção de ON nos macrófagos infectados ou não na 
concentração de 64 µg/mL e nos infectados e tratados com 8 µg/mL. Oliveira 
(2015), observou aumento da produção de ON nas maiores concentrações de 
DRS-01 testadas, já Kuckelhaus et al. (2007), observou que nas menores 
concentrações de PSN-1 houve diminuição da produção de ON. 
 O ON tem um papel importante no controle de parasitos como 
leishmânias, e estímulos como citocinas pró-inflamatórias aumentam a produção 
de ON nos macrófagos. Quando tratados com doadores de ON, camundongos 
Balb/C infectados por L. major apresentaram diminuição da quantidade de 
leishmânia nos macrófagos e no tamanho da lesão (Van Assche 2011). As 
amastigotas podem diminuir a produção de ON em macrófagos (Van Assche 
2011), e a interação com as Ocelatinas-PT, exceto na concentração de 64 µg/mL 
da PT4 e de 8 e 64 µg/mL da PT6, podem ter alterado vias dos macrófagos como 
a diminuição da produção de citocinas, já que o TNF-α é crucial para a rápida 
indução da iNOS em macrófagos (Tripathi et al. 2008). Nas concentrações de 64 
µg/mL das duas Ocelatinas-PT foi visto que na qPCR a carga parasitária foi 
drasticamente reduzida chegando até a não ter a presença de DNA do parasito e 
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o responsável por essa diminuição pode ter sido o ON. Holzmuller et al. (2002), 
demonstrou que o ON pode levar a morte de L. amazonensis pela degradação de 
da proteína intracelular levando a fragmentação de DNA nuclear do parasito. 
 Os resultados mostraram que a infecção por L. amazonensis aumentou o 
índice corpuscular e o percentual de macrófagos com corpúsculo lipídico em 
relação ao controle. Quando tratadas com a Ocelatina-PT4 e avaliadas pelo Oil 
Red O, os macrófagos J774 apresentaram aumento em relação ao controle 
basal, porém nenhuma das concentrações teve o índice corpuscular superior ao 
controle infectado. Quando comparada a citometria de fluxo, os macrófagos 
tratados com a PT4 tiveram aumento significativo da produção de corpúsculos 
lipídicos (CL) em relação ao controle basal e menor produção em relação aos 
infectados, contudo, a produção de CL nos macrófagos infectados divergiu dos 
resultados de Oil Red O.  Macrófagos peritoneais de camundongos Swiss 
infectados com L. amazonensis foram incubados com a DRS-01, e foi possível 
ver um aumento do índice corpuscular de forma dose-dependente nas 
concentrações testadas (Oliveira 2015). Nossos resultados mostram, a partir do 
índice corpuscular e dos resultados da citometria de fluxo, que houve aumento 
da produção de CL pelos macrófagos tratados, esse aumento de CL indica que o 
peptídeo pode interfer nas vias da biogênese do CL, alterando as citocinas e a 
formação de ecosanóides nessas células, uma vez que os CL estão ligados a 
síntese e secreção de mediadores inflamatórios (Bozza et al. 2009), fazendo 
então com que essas células produzissem CL. Na concentração de 64 µg/mL 
pode ser visto pela qPCR e pela fagocitose que o número de leishmanias 
internas diminui, podendo justificar a diminuição de CL nessa concentração. 
Rabhi et al. (2016) infectou macrófagos com leishmânias vivas e mortas por calor 
e demonstraram que os macrófagos com as leishmânias mortas não produziram 
Fosofolipase A2 (PLA2), Prostaglandina E2 (PGE2) e Ciclooxigênase-2 (COX2), 
diminuindo a produção de CL pelo parasito. 
 Na Ocelatina-PT6 pelo método de Oil Red O foi observado aumento de CL 
em relação ao basal, mas nenhuma das concentrações ultrapassaram o índice 
corpuscular dos macrófagos infectados e não tratados. Na concentração de 2 
µg/mL foi visto um aumento do índice corpuscular e média de CL em relação as 
outras concentrações do peptídeo. Na avaliação por citometria de fluxo apenas 
as concentrações de 8 e 64 µg/mL apresentaram aumento significativo na 
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produção de CL na comparação com o controle basal. Quando comparado o 
controle infectado com os macrófagos tratados, os resultados foram semelhantes 
aos do Oil Red O, onde todas as concentrações diminuíram a produção de CL. 
Aquino (2014), observou um aumento do índice corpuscular na menor 
concentração de PSN-1 quando incubada com macrófagos infectados com L. 
amazonensis e avaliado pelo método do Oil Red O. Nossos resultados com Oil 
Red O indicam que a concentração de 2 µg/mL possa modular os macrófagos, 
diminuindo a produção de CL, e consequentemente citocinas ou eicosanóides. 
Nas concentrações de 8 e 64 µg/mL, houve produção de CL pelo método Oil Red 
O com diminuição do índice corpuscular, já pela análise com BODIPY foi visto 
aumento de CL em relação ao basal, sugerindo que nessas concentrações o 
estímulo do peptídeo para a biogênese de CL seja maior até mesmo pela maior 
atividade de ON, indicando ativação de vias da inflamação. O processo de 
fixação pode perturbar a estrutura dos CL em adipócitos (Zehmer et al. 2009), 
além de que as gotículas lipidicas possuem diversos tamanhos, fazendo com que 
a visualização dessas gotículas pela microcopia óptica seja dificultada. A 
citometria de fluxo promove a análise de características físicas de partículas 
através de um feixe de luz permitindo uma análise quantitativa, além de ser uma 
técnica com grande sensibilidade (Sousa et al. 2013; Pedral-Sampaio et al. 
2016). O BODIPY é um corante lipofílico fluorescente que emite luz verde em 
contato com laser, podendo ser analisado por citometria de fluxo ou microscópio 
confocal (Zehmer et al. 2009), permitindo maior confiança no resultado. Esse 
resultado sugere que o aumento de CL nas concentrações de 8 e 64 µg/mL 
sugere que o estímulo do peptídeo para a biogênese de CL seja maior pelo 
aumento de produção de ON nessas concentrações, indicando ativação de vias 
da inflamação, além de possível produção de eicosanóides, uma vez que o 
aumento de dessas goticulas está associada a geração de eicosanóides (Borges 
et al. 2016).  
 Na comparação com os macrófagos infectados e não tratados, os tratados 
tiverem menor produção de CL, indicando que as Ocelatinas-PT4 e PT6 possam 
modular a biogênese dos CLs, alterando assim a resposta inflamatória. Os CLs 
tem papel importante na eliminação de patógenos intracelulares, porém também 
podem ser fonte de energia para a sobrevivência para os mesmos. Apesar da 
formação de CL depender da célula e da espécie da leishmânia, nosso trabalho 
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mostrou que em comparação com células basais, as infectadas produziram um 
número maior de CL. Parasitos de leishmânia podem utilizar o CL produzido 
pelas células do hospedeiro para sua síntese lípidica levando a sua resistência, 
mostrando que a diminuição de CL pode não ser negativa para o hospedeiro 
(Lecoeur et al. 2013; Rabhi et al. 2016). 
 As Ocelatinas-PT4 e PT6 influenciaram na produção de EROs, ON e na 
formação de CL por vias ainda não esclarecidas, indicando que esses peptídeos 
podem ter efeitos moduladores na resposta imune dos macrófagos. Quando 
comparado os dois peptídeos, pode-se observar que a Ocelatina-PT6 apresentou 
um desempenho melhor que a PT4, pelo aumento da atividade dos macrófagos e 
a possível pulverização do DNA de leishmânia na maior concentração testada.  
 Sugere-se então novos ensaios a fim de se entender melhor os 
mecanismos que possam levar a modulação da resposta por esses peptídeos. 
Quantificação de citocinas, avaliação das vias inflamatórias e as de apoptose 
seriam necessárias para melhor compreensão do mecanismo de ação das 
Ocelatinas-PT4 e PT6. Como os efeitos por esses peptídeos foram comprovados 
pelos nossos resultados, se sugere a continuídade nas pesquisas para se 





































































Os resultados obtidos nos permitem concluir que: 
 
1. As Ocelatinas-PT de 1 a 8 inibiram 50% as formas promastigotas de L. 
infantum nas concentrações maiores que 32 µg/mL; 
2. As Ocelatinas PT4 e PT6 inibiram 50% das formas amastigotas de L. 
infantum com concentrações ≥ a 114 µg/mL; 
3. As Ocelatinas-PT apresentaram baixa toxicidade em cultivos de macrófagos 
medulares e J774;  
4. As concentrações de 16 e 64 µg/mL das Ocelatinas PT1 e PT8 causaram 
aumento de rugosidade, bolhas, erupções vesiculares e caveolares nas 
membranas de L. infantum; 
5. As Ocelatinas PT4 e PT6 inibiram as formas amastigotas de L. amazonensis 
com 16 µg/mL ou 32 µg/mL, respectivamente e apresentaram baixa 
toxicidade em cultivos de macrófagos J774 (CC50 >512 µg/mL); 
6. As diferentes concentrações das Ocelatinas-PT4 e PT6 reduziram de forma 
dose-dependente a infecção dos macrófagos J774 com L. amazonensis; por 
microscopia óptica e a carga parasitária por qPCR; 
7. As Ocelatinas-PT4 e PT6 reduziram a aderência celular com todas as 
concentrações, mas não de forma dose-dependente; 
8. Macrófagos J774 infectados com L. amazonensis e tratados com a 
Ocelatinas-PT4 (2, 8 e 16 µg/mL) ou PT6 (2, 8, 16 ou 64 µg/mL) 
aumentaram a produção de EROs;   
9. As maiores concentrações das Ocelatinas PT4 e PT6 (16 e 64 µg/mL) 
causaram aumento da produção de ON pelos macrófagos infectados com L. 
amazonensis, enquanto apenas a maior concentração (64 µg/mL) da PT6 
causou aumento de ON nos macrófagos não infectados; 
10. As diferentes concentrações das Ocelatinas-PT4 e PT6 aumentaram o 
índice corpuscular em macrófagos J774 infectados com L. amazonensis 
pelo método de Oil Red; 
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11. Todas as concentrações da Ocelatina-PT4 e as concentrações de 8 e 64 
µg/mL da PT6, aumentaram a produção de corpúsculos lipídicos pela 
análise de citometria de fluxo. 
 
Os resultados obtidos demonstram o efeito leishmanicida das 
Ocelatinas-PT em cultivos promastigotas e amastigotas, baixa toxicidade em 
cultivos de macrófagos, efeito microbicida comprovado pela eliminação da 
carga parasitária e atividade imunomodulatora da resposta efetora dos 
macrófagos J774 pela sua influência na produção de espécies reativas de 
oxigênio e nitrogênio, bem como na formação dos corpúsculos lipídicos. No 
conjunto, os resultados mostraram o potencial leishmanicida e 
imunomodulador das Ocelatinas-PT4 e PT6 para futuros ensaios in vivo 



















































































7. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 
74 
 
O aumento da resistência por vários microorganismo e a toxicidade de 
alguns fármacos fez com que a busca por novos composto que tenham atividade 
contra diversos patógenos fosse necessária. A principais qualidades para o 
desenvolvimento de novos fármacos são que eles não sejam tóxicos, não 
apresentem efeitos adversos e sejam mais eficazes contra o patógeno.  
 
Os peptídos antimicrobianos já demonstraram possuir características 
ideais para o uso como fármaco, pois eles apresentam atividade contra 
microorganismos (bactérias, fungos, vírus e parasitos), baixa citotoxicidade e 
efeitos imunomoduladores. Esses peptídeos estão presentes no sistema imune 
inato de diversos organismos, desde plantas até animais vertebrados e 
invertebrados, e podem ser isolados e sintetizados a partir desses organismos. 
Vários medicamentos como os da leishmaniose apresentam citotoxicidade, em 
contrapartida, os PAM apresentam baixa citotoxicidade por interagirem com as 
membranas aniônicas das leishmânias causando instabilidade das mesmas 
formando poros levando a morte do parasito.  
 
Um dos fatores limitantes para o uso desses peptídeos como fármacos é 
o alto custo de síntese, o que inviabilizaria a produção deles em larga escala pela 
industria farmacêutica. Porém esses peptídeos podem diminuir patógenos e até 
mesmo modular a resposta de macrófagos como visto nesse estudo em 
concentrações baixas sendo possível diminuir o custo de produção. Eles também 
podem ser usados como potencializadores de efeito, principalmente por 
conseguirem estimular células como macrófagos. Alguns peptídeos já estão em 
fase pré-clínica de testes como o Xoma 629, que vem demosntrando eficácia 
contra a acne (Kindrachurch et al. 2010). 
 
Foiram descritos diversos mecanismos de ação para esses peptídeos e 
como eles podem imunomodular a resposta celular. Esse mecanismo vem sendo 
a aposta para uso desses peptídeos, desde as concentrações mais baixas. Nas 
Ocelatinas-PT ainda não se sabe ao certo quais mecanismos podem ser 




 Os PAMs já mostraram sua eficácia, seja para uso como antimicrobiano, 
seja para modulador de resposta do sistema imune. Devido a esses efeitos 
positivos, o estudo com essas moléculas vem aumentando e demonstrando sua 
importância como possíveis novos fármacos. As Ocelatinas-PT4 e PT6 
mostraram seu potencial contra amastigotas e promastigotas de L. infantum, 
diminuindo a viabilidade desses parasitos e contra amastigotas intracelulares de 
L. amazonensis, eliminando essas formas a partir das concentrações mais baixas 
testadas e aumentando o efeito microbicida nos macrófagos. Esses achados 
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Figura 18. Redução de resazurina. Em (A), redução de resazurina por promastigotas de L. 
infantum tratadas com as Ocelatinas-PT1 a PT8; Em (B), redução de resazurina por 
amastigotas de L. inafantum tratadas com as Ocelatinas-PT1 a PT8; Em (C), macrófagos 
derivados de medula óssea tratados com Ocelatinas-PT1 a PT8. Estão mostrados as 
regressões lineares.  
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Figura 19. Redução do MTT. Em (A), redução do MTT por macrófagos J774 tratados com as 
Ocelatinas-PT4 e PT6; Em (B), redução do MTT por amastigotas de L. amazonensis tratadas 
com as Ocelatinas-PT4 e PT6. Estão representadas as regressões lineares. 
 
 
 
